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AH                                     : Ácido hialurónico. 
A.E                                     : Actividad específica 
AcGlcU                             : Ácido D- glucurónico. 
AcGlcN                             : Ácido N-acetil-D-glucosamina. 
BCTA                                : Bromuro cetil trimetil amonio. 
EDTA                                : Ácido etilen diamino tetra acético. 
GAGs                                : Glucosaminoglucanos. 
Hyal                                   : Hialuronidasa 
Hyal-Ba                             : Hialuronidasa de Bothrops atrox. 
INS-Perú                            : Instituto Nacional de Salud del Perú. 
kDa                                    : Kilo-Dalton  
LAAO                                  : L- aminoácido oxidasa 
mg                                     : Miligramo  
ml                                      : Mililitro  
NaCl                                 : Cloruro  de sodio  
ng                                     : Nanogramo 
PAGE-SDS                  : Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico 
PSA                                   : Persulfato de amonio. 
SDS                                   :Dodecil sulfato de sodio 
TBE                                   :Tris –Borato –EDTA 
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     El presente trabajo reporta un estudio a nivel bioquímico, biológico, funcional 
y estructural de la enzima hialuronidasa del veneno de la serpiente peruana 
Bothrops atrox “Jergon de la selva”, denominada, Hyal-Ba. Se utilizaron tres 
pasos cromatográficos para purificar esta enzima, empleando como primer paso 
una columna de intercambio iónico sobre DEAE Sephadex A-50 seguido de una 
columna de exclusión molecular sobre Sephadex G-100 y finalmente una 
columna de Sephadex G-75, ambas equilibradas con buffer acetato de amonio 
0.05 M pH 5. El rendimiento de la actividad de Hyal-Ba fue de 29.59 % con un 
incremento de 36 veces la actividad específica. La enzima representa el 0.86% 
del contenido total de proteínas en el veneno de B. atrox. Los análisis de SDS-
PAGE, HPLC y N- Terminal confirman el alto grado de pureza de la enzima. 
Mediante PAGE-SDS esta enzima mostró 1 banda principal de 69 kDa de peso 
molecular y su pH óptimo fue de 6.0. A temperatura ambiente la actividad 
enzimática llega ser nula a las 144 horas. La actividad enzimática se incrementó 
un 40 % por la adición del ion magnesio (150 mM) y fue inhibida en un 97 y 88 
% por EDTA y TLCK (12 mM) respectivamente. En las pruebas biológicas de 
toxicidad, hemorrágica y edemática se observa que la enzima carece de 
actividad tóxica, pero incrementa la acción hemorrágica del veneno total sobre 
la piel de los ratones albinos, no obstante, Hyal-Ba bajo la actividad edemática 
al disminuir significativamente el edema cuando fue agregada junto con la LAAO. 
También se midió su inmunoreactividad frente al antiveneno botrópico 
polivalente por inmunodifusión. Para el análisis de la secuencia nucleotídica de 
Hyal-Ba se realizaron protocolos de extracción, purificación y obtención de 
mRNA a partir de veneno fresco, luego su conversión en cDNA y su posterior 
amplificación por PCR. Los estudios moleculares in silico identificaron una 
secuencia de 2020 pb que codifica una proteína madura de 429 aminoácidos. 
Adicionalmente el análisis de su estructura primaria reveló 50 kDa como peso 
molecular y 9.19 como punto isoeléctrico. Se encontró además 6 probables sitios 
de N-glicosilación (Asn67, Asn103, Asn111, Asn153, Asn357y Asn401)                                                   
Palabras clave: enzima, hialuronidasa, secuencia nucleotídica, serpiente, 







      The present work reports a biochemical, biological, functional and structural 
study of the hyaluronidase enzyme from the venom of the Peruvian snake B. 
atrox "Jergon", named, Hyal-Ba. Three chromatographic steps were used to 
purify this enzyme, using a first step in a DEAE Sephadex A-50 ion exchange 
column followed by a Sephadex G-100 molecular exclusion column and finally in 
a Sephadex G-75 column, both balanced with 0.05 M buffer ammonium acetate 
buffer pH 5. The yield of Hyal-Ba activity was 29.59% with an increase of 36 times 
the specific activity. The enzyme represents 0.86% of the total protein content in 
the venom of B. atrox. The analysis of SDS-PAGE, HPLC and N-Terminal confirm 
the high degree of purity of the enzyme. By PAGE-SDS this enzyme showed 1 
main band weighing 75 kDa and its optimal pH was 6.0. At room temperature the 
enzymatic activity was null at 144 hours. Enzymatic activity was increased 40% 
by the addition of the magnesium ion (150 mM) and was inhibited by 97 and 88 
% by EDTA and TLCK (12 mM) respectively. In the biological tests of toxicity, 
hemorrhagic and edemic it is observed that the enzyme lacks toxic activity, but 
increases the hemorrhagic action of the total venom on the skin of the albino 
mice, however, Hyal-Ba under edematic activity to the significantly decrease the 
oedema when it was added in conjunction with the LAAO. Its immunoreactivity 
was also measured against the polyvalent botropic antivenom by 
immunodiffusion. For the analysis of the nucleotide sequence of Hyal-Ba, 
extraction protocols, purification and obtaining of mRNA from fresh venom, its 
conversion into cDNA and its amplification by PCR were carried out. The in silico 
molecular studies allowed the identification of a 2020 bp sequence that encodes 
a mature protein of 429 amino acids. Additionally, the analysis of its primary 
structure indicated a molecular weight of 50 kDa with an isoelectric point of 9.19. 
We also found 6 probable N-glycosylation sites (Asn67, Asn103, Asn111, Asn153, 
Asn357 and Asn401). 






1. INTRODUCCIÓN  
 
En nuestro planeta existen alrededor de 3000 especies de serpientes siendo del 
tipo venenosas aproximadamente 640. Según la OMS anualmente suceden 5.4 
millones de accidentes ofídicos, de los cuales 2.7 millones ocasionan 
envenenamiento lo que origina más de 125.000 muertes al año (Theakston et 
al., 2003). Las serpientes venenosas comprenden a varias familias de serpientes 
y no forman un solo grupo taxonómico. Esto podría ser explicado como que el 
veneno en las serpientes surgió más de una vez como consecuencia de una 
convergencia evolutiva. Los venenos están compuestos de complejas moléculas 
farmacológicamente activas cuyos efectos biológicos también son complicados 
ya que los diferentes componentes pueden actuar individual o sinergicamente, 
considerando su acción biológica primaria estos pueden separarse en 
neurotóxicos, miotóxicos, hemorrágicos y citotóxicos (Pereira et al., 2005).  
 
En el Perú que es un país con una fauna ofídica venenosa representativa (33 
especies formalmente reportadas) la cual causa un número significativo de casos 
de ofidismo (MINSA, 2017), aunque todavía no es considerado como problema 
de salud de gran peligro, los accidentes ofídicos pueden llegar a ser desde 
invalidantes hasta letales (Zavaleta, 2004) afectando principalmente a las zonas 
rurales. Las dos grandes familias de estas especies venenosas en nuestro país 
son la Viperidae y Elapidae (Campbell y Lamar, 1989; Pesantes, 2000 y 
Yarlequé, 2000).   
Dentro de esta fauna ofídica, Bothrops atrox es la especie que más casos de 
ofidismo produce en el Perú (Navarrete et al., 2010), la patología de su 
envenenamiento se caracteriza por alteraciones a tanto a nivel local (hemorragia, 
edema, mionecrosis y degradación del tejido conectivo) como sistémico 
(flictenas, alteraciones hematológicas, hematuria, sangrado gingival, shock 
hipovolémico y oliguria) (Zavaleta, 2004). La severidad del cuadro de 
envenenamiento depende mucho de la cantidad, la composición y la rápida 




2014). Asimismo, esta variabilidad también está relacionada a la distribución 
geográfica (Ortíz et al., 2012, Nuñez et al., 2009).  
Aunque hay muchos trabajos sobre el veneno de B. atrox, muy poco se conoce 
acerca de esta especie que habita en el Perú (solo 14 hits in PubMed), la mayoría 
de estos limitados estudios, están centrados en la caracterización del veneno 
total y su neutralización. Con respecto a la caracterización de sus componentes, 
solo es conocida la presencia de la metaloproteasa I (Sanchez et al., 2010) y el 
inventario realizado por estudios proteómicos (Kohlhoff et al., 2012). 
Peculiarmente se ha reportado la presencia de una serinoproteasa con acción 
tipo trombina (Ponce-Soto et al., 2007). 
La sintomatología causada por la gran variedad de enzimas tóxicas del veneno, 
cuya potencia destructiva se acrecenta, debido a su gran velocidad de difusión 
a traves de los tejidos aledaños a la zona de la mordedura a causa de la función 
de la enzima denominada hialuronidasa o “factor de difusión” (Girish et al., 
2004b, Tu y Hendon, 1983 y Watson, 1993). Esta enzima tiene una acción 
marcada hacia el ácido hialurónico o hialuronano (Kreil, 1995) que actua como 
adherente de tejidos y que al ser destrozado favorece a la diseminación de la 
ponzoña inclusive intensifica la activdad de las demás enzimas como las 
fosfolipasas PLA2 (Girish y Kemparaju, 2007). 
El hialuronano es un polisacárido de multiples funciones y es el tipo 
glicosaminoglicanos que posee un peso molecular alto y ha sido hallado en una 
gran variedad de organismos procariotas y eucariotas, en los animales se 
encuentra a nivel de la matriz extracelular del tejido conectivo blando e interviene 
en diversos procesos biológicos como la fecundación, reproducción, 
envejecimiento, comunicación celular e inclusive en la aparición de tumores 
(Jhonston y Mixner, 1950; Stern, 2008). 
El conocimiento que se tenía de las hialuronidasas en ponzoñas ofídicas, en 
décadas pasadas fue escasa pese a su repercusión en muchos procesos 
biológicos (Watson, 1993) e incluso ahora en muchos grupos de serpientes 
venenosas se desconoce la acción y función completa de esta enzima. 
Actualmente hay una gran polémica en relación a como se formaron las 




variadas desde especies de invertebrados hasta mamíferos, también tiene 
trascendencia por su gran capacidad farmacológica que muestra. Entre los 
desafios que confronta este trabajo con la enzima hailuronidasa es su restringida 
verificación en las ponzoñas ofidicas, la carente estabilidad con respecto a la 
temperatura y tiempo, además sobre la eficacia de los métodos y protocolos que 
existen para cuantificar la actividad de la enzima hialuronidasa.  
Con el fin de utilizar los venenos como potencial terapéutico para aplicaciones 
médicas, estudios anteriores se han centrado más en los componentes tóxicos 
del veneno que en los componentes no tóxicos como es el caso de la enzima 
hialuronidasa (Kreil, 1995). Como se mencionó anteriormente se ha demostrado 
que la hialuronidasa, así como los fragmentos degradados del ácido hialurónico, 
tienen efectos biológicos interesantes no sólo en la anti-angiogénesis, la 
invasión, motilidad celular y en la reparación de heridas (Tempel et al., 2000; 
2006, Dechert et al., 2006), sino también se sabe que desempeñan un papel 
importante en la quimioterapia contra el cáncer de tumores sólidos. La aplicación 
de la hialuronidasa en quimioterapia puede mejorar el control inmunológico de 
los cánceres por degradación de hialuronano, especialmente para aquellos 
tumores que están recubiertos con abundante ácido hialurónico unido a CD44 
(Spruβ et al., 1995). 
El presente estudio se enfoca en esta enzima perteneciente a la serpiente 
peruana Bothrops atrox, de la que se han caracterizado algunas propiedades 
(Gonzalez et al., 2013), también se ha estudiado algunas propiedades 
bioquímicas y biológicas de las hialuronidasas de las serpientes peruanas 
Lachesis muta “Shushupe” (Hurtado et al., 2007) y Bothrops brazili (Delgadillo et 
al., 2013). Estudios a nivel molecular sobre esta enzima en Sudamérica, en 
especial en el género Bothrops es escasa. Castanheira en el año 2014 realizó 
un primer reporte de una secuencia de cDNA de la hialuronidasa del veneno de 
la serpiente brasileña Bothrops neuwiedi pauloensis, ya que el análisis in silico 
de su secuencia de aminoácidos deducida abrirá nuevas perspectivas sobre la 
función biológica de las proteínas similares a la hialuronidasa y puede dirigir 
estudios adicionales que comprendan su aislamiento y/o producción 




Recientemente se ha reportado dos isoformas de esta enzima en la serpiente 
brasileña Bothrops mooejeni (Gobbi et al., 2017).  
Con el desarrollo de nuevas tecnologías se diseñará mejores antídotos ofídicos 
idóneos para contrarrestar la toxicidad de los venenos y auxiliar la vida humana, 
pero se ha rezagado la inhibición de los daños locales aledaños a la mordedura 
provocado por la hialuronidasa surgiendo muchas veces en un pago extra para 
los pacientes en cirugías reconstructivas (Girish et al., 2002).  
 
El presente trabajo, busca incrementar el conocimiento acerca de las 
características bioquímicas, biológicas de la hialuronidasa de Bothorps atrox e 
iniciar los primeros estudios moleculares y funcionales de esta enzima, ya que 
nuestros resultados darán luces para un mejor entendimiento de la estructura de 
esta enzima y su funcionabilidad en el proceso de envenenamiento, lo cual 
puede contribuir a la optimización de las estrategias empleadas en las terapias 




























2. ANTECEDENTES  
 
El ácido hialurónico es un glicosaminoglicano no sulfatado de carga negativa y 
que posee un peso molecular alto de aproximadamente 6 millones de Daltons, 
esta ubicado primordialmente en la matriz extracelular (MEC), pero también ha 
sido localizado en el citoplasma, núcleo y nucléolo,  modificándose en un 
polímero con una colaboración excepcional en varios procesos metabólicos, 
desde la fertilización hasta el crecimiento y metástasis tumoral (Lokeshwar et al., 
2008), se ha encontrado especialmente en el tejido conectivo de la mayoría de 
los vertebrados, también se encuentran en las cápsulas de algunas bacterias 
(Stern, 2004; Prehm, 1984, 1990, 2006; He et al., 2009). La estructura química 
del ácido hialurónico consiste de unidades repetitivas de disacáridos unidos por 
enlaces glicosídicos β-1,4. Cada unidad disacárida está formada por ácido D- 
glucurónico (AcGlcU) y ácido N-acetil-D-glucosamina (AcGlcN) conectados por 
enlaces glicosídicos β-1,3.   
 
La hialuronidasa o hialuronato glicanohidrolasa es una enzima endo-β-
glicosidasa considerablemente repartida en la naturaleza (Manzel y Farr, 1998; 
Girish y Kemparaju, 2007). Esta enzima se ha encontrado en varios órganos y 
fluidos corporales humanos (Gregory et al., 1996), y en las secreciones de virus 
(Gregory et al., 1996; Csoka et al., 1997), hongos (DeAssis et al., 2003; Shimuzu 
et al., 1996), bacterias (Hynes y Walton, 2000; Sutherland, 1995), bacteriófagos 
(Ponnuraj y Jedrzejas, 2000; Baker et al., 2002; Allen et al., 2004; Makriz et al., 
2004) ,nemátodos (Hotez et al., 2000) y sanguijuelas (Hovingh y Linker, 1999; 
Frost et al., 1996), también se encuentran en los venenos de serpientes 
(Pukrittayakamee et al., 1988; Tan y Tan, 1988; Girish et al.,2004; Girish y 
Kemparaju, 2005 , etc), escorpiones (Pessini et al., 2001; Morey et al., 2006), 
abejas (Markovic-Housley et al., 2000), avispas (Kreil, 1995), avispones (Lu et 
al., 1995), arañas (Wright et al., 1973; Schanbacher et al., 1973; Rash y 
Hodgson, 2002; Barbaro et al., 2005, Nagaraju et al., 2006), peces (Ng et al., 
2005) y lagartos (Tu y Hendon, 1983). 
 
En estos últimos años las hialuronidasas han tenido mucho interés por su 




ocurrre la sintomatología por envenenamiento. Las hialuronidasas pertenecen a 
las hidrolasas glucosidicas (GHs), una subfamilia de enzimas que están 
implicadas en el metabolismo de los carbohidratos. Las funciones biológicas de 
la hialuronidasa y los mecanismos de acción no habian sido muy claros durante 
muchas décadas (Kreil, 1996; Stern y Jedrzejas, 2006). 
Duran-Reynals estudió en 1928 un principio difusor descubiertos en 
determinadas cepas bacterianas de estreptococos. Luego este factor o principio 
o factor fue reconocido como una enzima teniendo una acción preponderante 
sobre el ácido hialurónico y que luego se nombró como hialuronidasa (Meyer, 
1971). Lisanti, en 1950 investigó esta enzima que se encuentra en la saliva de 
humanos, a partir de este trabajo varias hialuronidasas en diferentes grupos de 
animales se han estudiado (Girish y Kemparaju, 2007). 
 
FIGURA 1. Composicion del ácido hialuronico por N-acetil- D-glucosamina y ácido D-glucuronico 
alternantes. 
La hialuronidasa presente en venenos ofidicos integra el grupo de las hialuronato 
glicanohidrolasas (glicosidasas) que desintegran el ácido hialurónico a 
tetrasacaridos y hexasacaridos, también ejercen su acción en sulfatos de 
condroitina (Etesse et al., 2009). La enzima en estudio llega hacer un factor 
decisivo en la desintegración del ácido hialurónico y también en el accidental 
daño de la constitución de la membrana extracelular de los tejidos conectivos 
que están alrededor de los vasos sanguíneos, facilitando el ingreso de los 
factores tóxicos del veneno a la circulación como también de su expansión sobre 





La acción de la hialuronidasa sobre el ácido hialurónico es activada por dos 
residuos ácidos, en la que uno puede actuar como donador de protones (un ácido 
general) mientras que el otro puede actuar como nucleófilo / base (Davies y 
Henrrisat, 1995). Los polímeros del ácido hiaurónico son un componente 
integrado de la matriz extracelular, cartílago, tejidos conectivos, líquido sinovial, 
tejidos y piel (Figura 2). Estos polímeros de ácido hiaurónico y sus posteriores 
productos de degradación participan en procesos celulares como la 
diferenciación celular, la progresión tumoral, los procesos inflamatorios, la 
adhesión celular, la angiogénesis, la señalización, los daños en los tejidos y los 
mecanismos de reparación (Termeer et al ., 2003 ; Toole ,2004 ; West et al.,1985 
; Noble, 2002). 
 
 
FIGURA 2. Esquemas de una matriz extracelular intacta (A) y diseminada (B) después de la 
actividad de la hialuronidasa  (Girish,2004) 
 
La primera clasificación de las hialuronidasas fue establecida de acuerdo a su 




clasificación se basaba en sustratos específicos y en el análisis bioquímico de la 
enzima y sus productos de reacción (Meyer, 1971).  
Dentro del primer grupo están las hialuronato 4-glicanohidrolasas o también 
denominada endo β-N-acetilhexosaminidasas (EC 3.2.1.35) que hidrolizan los 
enlaces glicosídicos β-1,4, dando tetrasacáridos y hexasacáridos como 
principales productos finales. Dentro de este grupo tenemos a las hialuronidasas 
de lisosomas, espermatozoides y los encontrados en los venenos de serpientes 
y abejas. En el segundo grupo están las hialuronato 3-glicanohidrolasas (endo 
β-glucuronidasas EC 3.2.1.36) que hidrolizan los enlaces glicosídicos β-1,3, 
dando tetrasacáridos y hexasacáridos: AcGlcN-AcGlcU-AcGlcN-AcGlcU, como 
principales productos finales. En este grupo se encuentran las hialuronidasas de 
la glándula salival de las sanguijuelas, anquilostomas y crustáceos. Por último, 
tenemos al grupo de las hialuronato liasas (endo β-N-acetilhexosaminidasas EC 
4.2.2.1) que hidrolizan los enlaces glicosídicos β-1,4, dando disacáridos como 
productos finales, dentro de este grupo estan las hialuronidasas  de varios 
microorganismos (Meyer, 1971) esta clase de enzimas  también clivan el mismo 
sustrato de ácido hialuronico pero con un motivo estructural diferente (dominio α 
y β) y de mecanismo de acción (eliminación β), han sido estudiados a partir de 
las especies de Streptococcus pneumonia (Jedrzejas et al.,2002) ya que es uno 
de los principales factores virulentos que es responsable de la invasión 
bacteriana por degradación de  ácido hialurónico. 
Actualmente se discute sobre el origen evolutivo de la hialuronidasa ya que las 
encontradas en los venenos de diferentes especies del grupo animal poseen 
semejanzas estructurales con la hialuronidasa que esta localizada en los 
espermatozoides de los mamíferos (Gmachl et al., 1993). Esta enzima en los 
mamíferos tiene asociaciones a GPI (glicosil-fosfatidil inositol) y es identificado 
como PH-20 el cual se reportó a inicios de los 60 y que participan en el proceso 
de fecundación (Garvin et al., 1974; Johnston y Mixner, 1950).  
Los estudios bioquímicos han reportado la caracterización de esta enzima en el 
veneno de escorpiones, abejas, avispones, arañas, peces piedra y especies de 
serpientes (Markovic et al.,2000; Ramanaiah et al.,1989; Lu y 





Esta enzima también es reconocida por ser el alérgeno mas importante del 
veneno desarrollado por abejas, avispas y escorpiones que incitan severas 
respuestas sistémicas mortales intercedidas por IgE en humanos (Morey et al., 
2006), esto aclara su accionar como un inmunógeno útil cuando se desarrolla 
altos títulos de inmunoglobulinas y reacciones alérgicas al ser suministrado en 
animales de experimentación (Matysiak et al., 2011). 
Por otro lado, las hialuronidasas presentes en venenos de artrópodos varían en 
la cantidad en que se encuentran, así como en su estructura molecular, por 
ejemplo, llega a hacer el principal componente alérgeno del veneno de abeja, 
Apis mellifera (Markovic-Housley et al., 2000), también se pueden encontrar en 
Aedes aegypti y Glossina fuscipes “Mosca tse-tse” donde figuran en más del 
20% del proteoma encontrado en sus glándulas salivales (Volfova et al., 2008). 
Las hialuronidasas de algunos hexápodos como los encontrados en 
Phlebotomus y Lutzomyia tienen una acción biológica que irrita las heridas 
epidérmicas provocadas por Leishmania major (parasito transferido por la 
picadura de estos hexápodos) y acrecenta con notoriedad las infecciones 
producidas por estos parásitos. (Volfova et al., 2008).  
También se han encontrado hialuronidasas tanto en el veneno de la mantaraya 
(Potamotrygon motoro), en arañas, cefálopodos y otros moluscos (Magalhaes et 












TABLA 1. Propiedades bioquímicas y biofísicas de las hialuronidasas encontradas en venenos 












Los primeros investigadores que observaron la actividad de esta enzima en 
extractos acuosos de testículos de mamíferos la denominaron como un “factor 
difusor” ya que promovía la diseminación de tintes inyectados subcutáneamente 
(Hoffman y Duran Reynals, 1931), luego se evidenció la misma actividad difusora 
cuando se hicieron trabajos con venenos de serpientes y arañas (Duran Reynals, 
1936, 1939). Desde entonces se ha encontrado actividad hialuronidasa en los 
Viperidos y Elapidos, observándose un incremento de la permeabilidad de los 




Tarabini- Castellani, 1940; Chain y Duthie, 1940). También se observó que la 
enzima se encuentra en mayor proporción y con acción considerable en los 
venenos de los vipéridos y crotálidos, mientras que en los elápidos generalmente 
está ausente o en bajas concentraciones (Zeller, 1948; Favilli, 1956). 
 
Se estudio en 1966 la acción de la hialuronidasa del veneno de la cobra de 
Formosa Naja naja atra (Chiu, 1960) y posteriormente se intentó por medio de 
técnicas cromatográficas, separar la enzima de la fracciones tóxicas de los 
venenos de Naja oxiana y Naja atra atra (Turakulov et al., 1969), resultando en 
ambos casos una purificación parcial y estableció el primer reporte de su 
probable escasez tóxica, observándose también  su función como coadyuvante 
del veneno ofídico al permitir su diseminación  en los tejidos. También en las 
serpientes egipcias, como Naja haje y Naja nigricolis, se evaluó la actividad 
hialuronidasa, encontrándose que la enzima era termolábil y rápidamente 
inhibida por algunas sales como gentisato sódico, pero no era inhibida por EDTA 
(Mohamed et al., 1973). 
 
En 1982, Xu et al., trabajaron en la purificación parcial y caracterización 
bioquímica de la hialuronidasa de la ponzoña de la serpiente Agkistrodon acutus 
acutus, utilizándose tres columnas cromatográficas con los geles CM Sephadex 
C-50, Sephadex G-75 y CM Sephadex C-25, trabajo que sirvió de punto de 
partida para la purificación de la hialuronidasa del veneno del lagarto Heloderma 
horridum horridum, evidenciándose también su capacidad difusora (Tu y 
Hendon, 1983). También se obtuvieron dos hialuronidasas de la ponzoña de 
Agkistrodon contortrix contortrix siendo 59 kDa y 61 kDa sus pesos moleculares 
(Kudo y Tu, 2001). Así mismo, para obtener la hialuronidasa de la cobra africana 
Naja naja se empleó una columna de Sephadex G-75 seguida de  CM Sephadex 
C-25 hallándose dos isoformas de esta hialuronidasa nombradas NNH1 y NNH2 
(Girish 2004, Girish et al., 2005a).  
 
Se vienen investigando en el Perú los venenos de serpientes debido a su gran 
repercusión en incidentes de ofidismo (Yarleque, 2000). Se analizó la enzima 
hialuronidasa correspondiente al veneno de L. muta en un solo paso mediante 




también se estudió algunas propiedades bioquímicas y purificación parcial de 
esta enzima en los venenos de las serpientes Bothrops atrox y Bothrops brazili 
(Gonzalez et al., 2013; Delgadillo et al., 2013), se ha realizado una constante 
revisión de la metodología de purificación debido a la inestabilidad térmica de la 
enzima. 
Entre los trabajos tanto a nivel genómico como proteómico se tiene el estudio de 
la hialuronidasa  de Synanceja horrida “pez piedra” que se encontraría ubicada 
en el grupo PH-20 de las hialuronidasas, como señalan los análisis in silico a 
partir del cDNA (Cheong et al., 2005); También se han aislado proteínas 
similares a hialuronidasas a partir de testículo de ratón que serían semejantes a 
las enzimas del grupo PH-20 (Reitinger et al., 2007; Hofinger et al., 2008). Se 
halló un elevado nivel de identidad de las especies de ofidios Bitis arietans, 
Cerastes cerastes y Echis ocellatus que fue superior al 95%, que fue analizado 
de las secuencias de cDNA que se consiguieron mediante PCR (Harrison et al., 
2007), ya que fueron aisladas a partir de las glándulas venenosas de estas 
serpientes procedentes de Kenya, Egipto y Nigeria. Esto es importante desde el 
punto de vista evolutivo ya que permite relacionar las similitudes estructurales 
con la historia evolutiva de estas moléculas. Con esa información Harrison 
construyó un modelo hipotético estructural que compartirían las enzimas de este 
tipo provenientes de vipéridos, lo cual se pone a discusión por ser el primer 
trabajo de este tipo y por el hecho de emplear vipéridos de solo un continente. 
Otro punto importante es que se encuentra en revisión la metodología empleada 
en el estudio de esta enzima (El-safory et al., 2010), por ejemplo, en el veneno 
de abeja (Apis) analizado mediante MALDI-TOF y nanoESI-QqTOF, ambos son 
métodos de espectrometría de masas, donde se obtuvieron resultados más 
precisos y detallados que en estudios previos que se emplearon para descifrar 
los mecanismos sobre el funcionamiento de estas proteínas (Matysiak et al., 
2011). 
La estructura cristalina de la hialuronidasa humana y de la abeja ya está 
estudiada, pero su mecanismo de acción aún no está claro (Chao et al.,2007) 
(Markovic et al.,2000) (Figura 3). Estas estructuras estaban de acuerdo con la 
propuesta de ácido-base o doble mecanismo de desplazamiento de acción de la 




reveló que tenían una forma y tamaño similares de la cavidad de unión al sustrato 
y compartían una identidad de secuencia del 32,13%. La unión del sustrato es 
favorecida por interacciones electrostáticas (Arg y Lys en la región del sitio activo 
con el grupo carboxílico del ácido hialurónico) e hidrofóbicas (Tyr en la cavidad 
a las regiones hidrofóbicas del ácido hialurónico). Un estudio a nivel de una 
mutación funcional en el espermatozoide humano PH-20, identificó Asp146 y 
Glu148 (como posibles donadores de protones) que son equivalentes a Asp111 
y Glu113 de 1FCV (estructura cristalina de la hialuronidasa del veneno de abeja) 





FIGURA 3. Modelo de la estructura tridimensional de una hialuronidasa en mamíferos (A) y de 
la hialuronidasa de los venenos basados en la estructura cristalizable de la hialuronidasa de Apis 
mellifera. Las imágenes están orientadas a mostrar el sitio catalítico hendido (CC) de unión a 
hialuronano (HA), y el sombreado indica las partes externas de los residuos conservados 
(Harrison et. al.,2007) 
 
Las mordeduras de serpientes son un problema socioeconómico común que 
afectan a más de 4.5 millones de personas anualmente en todo el mundo. La 
hialuronidasa de las serpientes, es el factor principal que influye más en el daño 
tisular local y potencia la rápida difusión del veneno. Si esta enzima es 




reducir drásticamente, la búsqueda de un fármaco líder o sueros contra esta 
enzima ayudará y mejorará la terapia anti-veneno cuando se administre antes o 
junto con los tratamientos disponibles. Se han estudiado algunos compuestos 
vegetales como: el ácido aristolóquico, la indometacina, la quercetina, la 
curcumina, el ácido tánico y la flavona que mostraron una neutralización eficaz 
frente a la hialuronidasa de la serpiente Naja naja, también se observó la demora 
de la propagación del veneno y disminucion de la letalidad (Girish y Kemparaju., 
2005 ; Santhosh et al., 2013).  
Sólo un número limitado de estudios bioquímicos y biológicos de esta enzima se 
conocen, pero a nivel estructural, su funcionabilidad y mecanismo de inhibición 
todavía no esta bien definida. Por lo tanto, se han realizado estudios de análisis 
filogenéticos, mecanismos de unión por inhibidor y el comportamiento 
conformacional de la hialuronidasa de  Echis pyramidum leakeyi (EHY) (Bharathi 
et al., 2016) los cuales demostraron la existencia de dos grupos funcionales de 
hialuronidasa que se habían separado de la serpiente coral (ancestro). La 
estructura fue modelada y se encontró que la región E-loop (211-224 aa) sólo 
estaba presente en EHY en comparación con los demás que pueden explicar la 










Figura 4. (A) Relación filogenética entre las secuencias seleccionadas (UniProt ID y el nombre 
corto de cada especie que se menciona) fue inferida por el método de máxima verosimilitud 
apoyado en el modelo de matriz JTT, utilizando MEGA5 y MSA realizado usando ClustalX. (B) 
Estructura tridimensional de EHY. Los bucles de región de dominio catalítico se resaltan en 
verde, los bucles de dominio similares a EGF se resaltan en azul y la hélice y las hojas beta están 
en rojo y cianico respectivamente. La región de loop-III y E-loop son funcionalmente importante 
se resaltan en magenta. 
 
Estudios a nivel molecular sobre esta enzima en Sudamérica en especial del 
género Bothrops es escaso, se ha realizado un primer reporte de una secuencia 
de cDNA de la hialuronidasa de la ponzoña de Bothrops neuwiedi pauloensis, ya 
que el análisis in silico de su secuencia de aminoácidos deducida abre nuevas 
perspectivas sobre la función biológica de las proteínas similares a 
hialuronidasas y puede dirigir estudios adicionales que comprendan su 
aislamiento y/o producción recombinante, así como su caracterización 
estructural y funcional (Castanheira et al., 2014) (Figura 5) y recientemente se 
ha encontrado a partir del primer transcriptoma de la serpiente brasileña 
Bothrops mooejeni dos isoformas de la hialuronidasa: BmooHyal-1 y BmooHyal-





FIGURA 5. Relaciones evolutivas de las hialuronidasas de los venenos de serpientes inferidas 
usando el método de Neighbor-Joining. (La Hyal humana fue empleada como un grupo externo) 
 
La importancia y las aplicaciones de la hialuronidasa en la terapia del cáncer ha 
sido reconocida por largo tiempo por los investigadores biomédicos y clínicos por 
igual. En un número de estudios clínicos piloto, se informó previamente que el 
uso de hialuronidasas como un complemento a la quimioterapia convencional 
mejoró significativamente el pronóstico de la mayoría de los pacientes. En 
algunos casos, el tratamiento suplementario con la enzima incluso indujo 
respuestas significativas en pacientes previamente quimiorresistentes. 
(Beckenlehner et al., 1992, Smith et al., 1997, Klocker et al., 1998). Se supuso 
que la degradación del hialuronato enriquecido en la matriz extracelular por las 
hialuronidasas podría haber facilitado al fármaco para ejercer fácilmente su 
acción sobre el blanco. Beckenlehner et al., (1992) estudiaron el efecto de la 
hialuronidasa sobre la actividad de la adriamicina en modelos de cáncer de 
mama tanto en los estudios in vitro como in vivo se demostró que la actividad de 
la adriamicina aumento significativamente in vitro como in vivo. Se teoriza que 
esta enzima favorece la difusión de la adriamicina haciendo un espacio hidratado 
en las células. El crecimiento del tumor fue indirectamente inhibido por una 
mayor accesibilidad del quimioterapéutico. También se encontró de que la 
hialuronidasa añadida exógenamente reprimió el crecimiento del tumor mediante 




y se infiere que la CD44 podría estar implicada en este proceso ya que  la 
glicoprotiena transmembrana CD44 es la molécula de adhesión celular, 
ampliamente distribuida a través de la membrana celular que está implicada en 
una serie de eventos biológicos tales como adhesión celular, invasión de células 
cancerígenas y migración (Naor et al., 1997). La interacción CD44- ácido 
hialurónico es importante para el crecimiento y progresión del cáncer (Platt y 
Szoka, 2008) comprobándose que la interferencia de la interacción de CD44 - 
ácido hialurónico por la hialuronidasa, a través de la interrupción de la matriz del 
ácido hialurónico, disminuye eficazmente el crecimiento tumoral (Shuster et al., 
2002).  
 
Parece que el rol de la hialuronidasa puede ser tanto el promotor como el 
supresor de los tumores. El papel que desempeñan las hialuronidasas en la 
biología del cáncer está todavía en cuestión (Lokeshwar y Selzer, 2008). Las 
hialuronidasas también pueden mostrar efectos indirectos por los fragmentos 
degradados de ácido hialurónico, que son de hecho polisacáridos de diferentes 
tamaños y juegan un papel a través de la interacción con los receptores de la 
membrana celular como CD44 y RHAMM. Por ejemplo, la escisión proteolítica 
de CD44 por los fragmentos de hialuronano de bajo peso molecular pueden 
mejorar la motilidad de las células tumorales (Stern et al., 2006). 
 
Los fragmentos de ácido hialurónico de alto peso molecular (> 400 kDa) juegan 
un papel como anti-angiogénicos, antiinflamatorios e inmunosupresores, 
mientras que los fragmentos medianos (~ 20 kDa que contienen ~ 50 unidades 
de sacárido) pueden dar lugar a la síntesis de citoquinas inflamatorias. Por otro 
lado, los fragmentos pequeños de peso molecular (6 ~ 20 kDa) pueden estimular 
a las células dendríticas y a las células presentadoras de antígeno en el sistema 
inmunológico y pueden tener un efecto sobre los procesos angiogénicos, 
inflamatorios e inmunoestimulatorios (Stern, 2005). También se han detectados 
fragmentos de degradación de hialuronano relativamente pequeños que 
contienen 3-10 disacáridos entre los productos de degradación de 
hialuronidasas. Este grupo de fragmentos de hialuronano inhibe el anclaje en el 
crecimiento independiente de las células tumorales. Por ejemplo, los 




anti-apoptóticas, suprimiendo la muerte celular en células cultivadas sometidas 
a hipertermia o inanición de suero (Stern, 2005). Los fragmentos de peso 
molecular más altos están a menudo presentes en el proceso biológico normal, 
mientras que los fragmentos de peso molecular bajos aparecen frecuentemente 
en cánceres (Kumar et al., 1989; Lokeshwar et al., 1997).  
 
Finalmente se ha encontrado metodologías similares en trabajos sobre células 
madre donde se investiga el papel principal que cumple la hialuronidasa y su 
implicación en la comunicación y muerte celular además de otras moléculas 
importantes en el metabolismo celular y cáncer (Prestwich et al., 2011). El 
panorama para la posteridad es permitir utilizar la información completa de las 
hialuronidasas para el provecho de las personas tanto en la medicación de 
enfermedades vinculadas a carbohidratos, matriz extracelular, cáncer y en su 
inhibición segura para disminuir las lesiones locales debido a las mordeduras de 
serpientes y otros animales venenosos. La ausencia de diversidad molecular y 
el comportamiento estructural y funcional de la hialuronidasa de los venenos de 
la mayoría de serpientes sobre todo de la especie Bothrops atrox fue la 




















3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. HIPÓTESIS  
 Hipótesis nula: La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox, no es un 
agente difusor del sistema de toxinas y no degrada al ácido hialuronico. 
 
 Hipótesis alternativa: La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox, es 
un agente difusor del sistema de toxinas y degrada al ácido hialuronico. 
 
3.2. OBJETIVOS  
 
3.2.1. Objetivo General 
 Caracterizar a nivel estructural y funcional al principal factor difusor de los 
componentes del veneno de la serpiente Bothrops atrox. 
 
3.2.2. Objetivos Específicos. 
 Establecer un procedimiento cromatográfico para la purificación de Hyal-
Ba. 
 Caracterizar bioquímica y biologicamente a la Hyal-Ba. 
 Aislar RNA total a partir del veneno fresco y obtener cDNA de la serpiente 
peruana Bothrops atrox. 















4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Material Biológico 
 4.1.1. Veneno  
Se empleó el veneno extraído fresco y liofilizado de especímenes adultos de la 
vibora peruana Bothrops atrox, originarios de Pucallpa conservados en el 
serpentario “Oswaldo Meneses” del Museo de Historia Natural perteneciente a 
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se mantuvó congelado a -4°C el 
veneno hasta su utilización. 
 
 
FIGURA 6. Serpiente peruana Bothrops atrox “Jergón de la selva” 
 
4.1.2. Animales de experimentación 
Se emplearon ratones albinos cepa Balb C de sexo masculino con un peso entre 
18 y 22g originarios del bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS-Perú). La 
asistencia animal fue hecha de acuerdo con las recomendaciones éticas de la 
Investigación Biomédica con animales del Consejo de Organizaciones 
Internacionales de Ciencias Médicas (COIMS). 
 
4.2.  Materiales de Laboratorio 
4.2.1. Sustrato y reactivos de la actividad enzimática 
 





- Bromuro de cetiltrimetil amonio (BCTA 2.5 % con NaOH 2 %) (Sigma 
Chemical Co.) 
- Enzima L-aminoácido oxidasa (L-AAO) purificada del veneno de Bothrops 
atrox. 
 
4.2.2. Columnas y geles para cromatografía  
 
- Columna de intercambio iónico DEAE Sephadex A-50 (Sigma Chemical 
Co.) 
- Columna de exclusión molecular Sephadex G-100 (Sigma Chemical Co.) 
- Columna de exclusión molecular Sephadex G-75 (Sigma Chemical Co.) 
- Columna de fase reversa Vydac C18  (Western Analytical) 
 
 
4.2.3.  Reactivos para electroforesis de proteínas e inmunodifusión.   
 
- Acrilamida (Sigma Chemical Co.) 
- Bis-acrilamida (Sigma Chemical Co.) 
- Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma Chemical Co.) 
- Tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma Chemical Co.) 
- Persulfato de amonio (Sigma Chemical Co.) 
- Azul de bromofenol (Sigma Chemical Co.) 
- Azul brillante de Coomassie R-250 al 0.1 % (Sigma Chemical Co.) 
- Solución decolorante: metanol, etanol, ácido acético (Sigma Chemical 
Co.) 
- 2 β Mercaptoetanol al 4%  (Sigma Chemical Co.) Buffer fosfato salino 
(PBS) pH 7.4  (Sigma Chemical Co.) 
- Marcador molecular comercial kit Perfect Protein™ Markers (15-225 kDa) 
 
4.2.4.  Kits para el aislamiento y purificación de RNA 
 
- RNA Later® 







4.2.5. Kits para obtención y amplificación de RNA/cDNA. 
 
- cDNA Synthesis (Roche®)  
- Kit First Strand cDNA synthesis (Novagen) 
- Kit Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific).  
- Kit Maxima first strand cDNA synthesis for RT-qPCR (Thermo Scientific) 
- Kit Reverd aid first strand cDNA synthesis (Thermo Scientific) 
- Kit Total RNA Purification (AMRESCO®) 
- Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™). 
 
4.2.5.  Reactivos empleados para la electroforesis de ácidos nucleicos 
 
- Agarosa tipo I (Calbiochem®) al 1%. 
- Colorante RedGel (10000X). 
- Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder. 
- Orange Ruler 50 bp DNA Ladder. 
- Tampón de muestra (Novagen®). 
- Tampón TBE X (Tris 892 mM, ácido bórico 889 mM y EDTA 20 mM pH 
0.5). 
 
4.2.7.  Instrumentos bioinformáticos 
 
- Bioedit 7.0.4 (Página web http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). 
- BLASTn y BLASTp (Página web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
- BoxShade3.21(Pág web 
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)  
- Clustal X 1.8 (Página web http://www.clustal.org). 
- Cn3D4.1 (Pág web 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml). 
- Codon Usage (Pág. web 
http://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html) 
- GenBank (Página web http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
- Mega 5 (Página web http://www.megasoftware.net/). 




- ORF finder (Página web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). 
- PIR (Página web http://pir.georgetown.edu/ pirwww/search/pattern.shtml) 
- PyMOL (Página web https://www.pymol.org/) 
- Signal P (Página web http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 
- SWISS-MODEL (Página web http://swissmodel.expasy.org/) 
- Translate Tool (Página web http://www.expasy.org). 
 
4.2.8. Soluciones y reactivos que actúan sobre la actividad enzimática 
 
- Ácido etilen diamino tetraacetico (EDTA) (Sigma Chemical Co.) 
- Ácido Glutámico (M.C & B) 
- Glicina  (M.C & B) 
- Glutatión (M.C & B) 
- Iodoacetato (Sigma Chemical Co.) 
- Bromuro de potasio (M.C & B) 
- Cloruro de calcio (Sigma Chemical Co.) 
- Cloruro de magnesio (M.C & B) 
- Cloruro de potasio (Riedel-de Haën) 
- Cloruro de sodio (Carlos Erba) 
- Tosyl lisil clorometil cetona (TLCK) (Sigma Chemical Co.) 
 
4.2.9. Tampón (buffer) y Otros 
 
- Tampón acetato de amonio 0.1 M pH 5.0 (Riedel-de Haën) 
- Tampón acetato de amonio 0.1 M pH 5.0, NaCl  0.3 M  
- Tampón acetato de amonio 0.1 M pH 5.0, NaCl  0.6 M  
- Tampón acetato de amonio 0.05 M pH 5.0, NaCl 0.15 M  
- Tampón de corrida: Tris 0.1 M, SDS 0.1 %, glicina, pH 8.3   
- Tampón de stacking: Tris 1.0 M, pH 6.8  (Sigma Chemical Co.) 
- Tampón de resolución: Tris 1.5 M, pH 8.8  (Sigma Chemical Co.) 
- Tampón de muestra: Tris 0.06 M, SDS 0.05 %, glicerol 10% v/v, azul de 
bromofenol 0.05 % 
- Tampón acetato de amonio 0.1 M, pH  5, 5.5, 6 y 6.5 (Riedel-de Haën) 




- Tampón isotónico: Glicina 0.1 M en NaCl 0.9 %, pH 7.3  (M.C & B) 
- Tampón glicina 0.05 M ,pH 8.3 (M.C & B) 
- Tampón fosfato: PBS 0.15 M, pH  7 (Sigma Chemical Co.) 
- Tampón Tris-HCl CaCl2  10 mM, pH 7.4  (Sigma Chemical Co.) 
- Solución Alcalina: Carbonato de sodio 4 % (Sigma Chemical Co.), tartrato 
de sodio y potasio 4% (Riedel-de Haën) y sulfato de cobre 2 % (Merck & 
Co) en proporción 100:1:1 
- Reactivo de Folin –Ciocalteu (1:6) (Sigma Chemical Co.) 
- Solución salina compuesta de NaCl 0.9 %, pH 7.3 (Carlos Erba) 
- Citrato de sodio 3.8 % (Sigma Chemical Co.) 
- Solución fría compuesta por NaCl 0.9 %, pH 7.3, EDTA 1mM (Sigma 
Chemical Co.) 
 
4.2.10. Material de vidrio y otros 
 
- Probetas graduadas de 500, 250, 100, 50 y 10 mL 
- Vasos de precipitado de 500, 250, 100 y 30 mL 
- Viales de 10 µL, 100 µL y 1 mL. 
- Baguetas 
- Embudos 
- Pipetas de 10, 5, 2, 1 y 0,2 mL. 
- Tubos de 13 x 100 mm 
- Columnas cromatográficas de vidrio. 
- Tubos para centrífuga con filtro Amicon™ (Thermo Scientific) 
- Micro pipetas graduadas de 1, 10, 20 y  200 µL y 1 mL 
 
4.2.11.  Equipos 
 
-    Balanza Analítica (Ainsworth). 
- Baño de temperatura (Memmert). 
- Centrifuga (Sorvall Instruments -Modelo Easy Spin). 
- Colector automático de fracciones (LKB-Pharmacia). 




- Equipo de electroforesis horizontal Wide Mini-Sub Cell GT System (Bio-
Rad). 
- Equipo de electroforesis vertical en placa (Techware). 
- Equipo de HPLC (Hitachi High- Technologies) 
- Espectrofotometro de microgota NanoDrop (ThermoFisher Scientific) 
- Espectrofotómetro UV 120-02 (Shimadzu). 
- Fotocolorímetro Spectronic (Bausch & Lomb). 
- Fotodocumentador 
- Fuente de poder para electroforesis (Duostat Beckman). 
- Liofilizador (Labconco). 
- Microcentrífuga (Denver Instrument). 
- Potenciómetro digital (Orion Research- serie 611). 
- Secuenciador de proteínas (Shimadzu Automatic System PPSQ-21A). 
- Termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal). 
- Transiluminador UVStar 312nm (Biometra). 
  
4.3.  METODOLOGÍA 
 
4.3.1. Caracterización Bioquímica  
4.3.1.1. Purificación de la Hyal-Ba del veneno de la serpiente B. atrox. 
 
Para la separación de esta enzima se realizaron los siguientes pasos 
cromatográficos: 
300 mg de veneno crudo fueron disueltos en tampón acetato de amonio 0.05M 
a pH 5.0, posteriormente se centrifugó a 4 000 rpm por 15 minutos para eliminar 
los restos no solubles. Se aplicó el sobrenadante a la columna de intercambio 
iónico sobre Sephadex DEAE A-50 (1.2 x 40 cm) equilibrada con tampón acetato 
de amonio 0.05 M a pH 5.0. La corrida tuvo un flujo de 14 mL/hora colectándose 
fracciones de 1 mL. El monitoreo de la cantidad de proteína se hizó por 
absorbancia a 280 nm y de la obtención de Hyal-Ba, por el ensayo turbidimétrico 
de Di-Ferrante (1955). Las fracciones con mayor actividad se juntaron y se 
concentraron por centrifugación usando tubos AMICON, lo que se concentró fue 
aplicado en una columna de filtración molecular Sephadex G-100 (1 x 40 cm) 




flujo de 14 mL/hora se recolectaron fracciones de 1 mL. Las fracciones con 
mayor actividad se juntaron y se aplicaron nuevamente a una columna de 
filtración molecular sobre Sephadex G-75 (1 x 30 cm) equilibrada de la misma 
forma que el paso anterior. Las fracciones  de 1 mL  fueron colectadas a un flujo 
de  10 mL/hora. Las fracciones con actividad hialuronidasa fueron guardadas y 
se evaluó su pureza mediante HPLC en fase reversa empleando una columna 
Vydac C18 (22 mm x 25 cm). La elución fue realizada a un flujo constante de 1 
mL/min mediante una gradiente lineal de 0-70% de acetonitrilo en 0.1% de ácido 
trifluoroacético (TFA) por un tiempo de 70 min,la corrida fue terminada por 
elución isocrática con 58% de acetonitrilo en 0.1% de TCA por 5 min. Las 
absorbancias fueron registradas a Ȝ= 280 nm.  
 
4.3.1.1.1. Secuenciación aminoacídica 
La secuencia de aminoácidos N-Terminal de Hyal-Ba fue determinada en un 
secuenciador de proteínas Shimadzu Automatic System (PPSQ-21A) por el 
método de degradación de Edman (Edman and Begg, 1967). 
 
4.3.1.2. Cuantificación de proteínas 
La cantidad de proteina del veneno total de Bothrops atrox y de la Hyal-Ba fue 
evaluado mediante la metodología de la absorción de luz ultravioleta y por el 
método de Lowry.  
 
4.3.1.2.1 Ensayo de absorción de luz ultravioleta. - se midió la absorbancia 
en el rango de luz ultravioleta a 280 nm (Warburg y Christian, 1941) y confirmado 
por el método de absorción 280/205 nm (Scopes, 1974) empleando un 
espectrofotómetro UV/visible Shimadzu.  
 
4.3.1.2.2. Ensayo de Lowry.- se empleó el ensayo de Lowry et al., 1951, variado 
por Loayza et al., 1985. Se usó solución alcalina, el reactivo de Folin-Ciocalteu 
(1:6) y albúmina sérica bovina como proteína estándar. Para los ensayos, se 
colocaron las muestras con un volumen de 0.5 mL, luego se agregaron 2 mL de 
solución alcalina incubándolas a 37 °C por 15 minutos. Se agregó después 0.5 
mL del reactivo Folin- Ciocalteu y después de 30 minutos a temperatura 





4.3.1.3. Evaluación de la actividad hialuronidasa. 
La actividad de la enzima se realizó por el ensayo turbidimétrico de Di-Ferrante, 
(1955) modificado por Hurtado et. al., 2007. El fundamento reside en la formación 
de una mezcla turbia y relativamente insoluble con el ácido hialurónico y el 
reactivo Bromuro de Cetiltrimetil Amonio (BCTA), el cual paró la reacción al subir 
el pH a 12.5, obteniéndose una intensidad en la turbidez con respecto a su 
proporción y a la concentración del mucopolisacárido.  
 
Para este ensayo se utilizó 0.2 mL de ácido hialurónico a 0.5 mg/mL de 
concentración diluido en tampón acetato de amonio pH 5.0 a 0.05M más NaCl 
0.15 M; 0.25 ml de tampón de reacción y se adicionó 0.05 mL de muestra.  Se 
incubó luego a una temperatura de 37°C por 15 minutos, la reacción se detuvo 
con 2mL de BCTA al 2.5%, teniéndose un volumen final de 2.5 mL en cada tubo 
de ensayo. Luego de estar a temperatura ambiente por 5 minutos, la turbidez 
observada se evaluó a 400 nm. 
 
La enzima posee una actividad específica que es manifestada en unidades Di-
Ferrante por mg de proteína. El valor de una unidad Di-Ferrante nos señala la 
disminución del 50% de la turbidez inicial ocasionada por 0.1 mg del sustrato 
ácido hialurónico despues de los 15 min. de incubación a 37°C. 
 
4.3.1.4. Determinación de la masa molecular y presencia de carbohidratos 
Se realizó mediante SDS-PAGE al 12% según lo descrito por Laemmli (1970). 
Se utilizó una cámara electroforética vertical bajo condiciones reductoras (4% de 
2-β Mercaptoetanol) y no reductoras.  
 
La masa molecular relativa (Mr) fue calculada por comparación con proteínas 
estándar del kit Perfect Protein™ Markers, 15-225 kDa. La tinción de los geles 
fue realizada con el colorante azul brillante de Coomassie G-250.  
 
Además, se realizó un zimograma mediante SDS-PAGE (12%) que contenia 




con Cevallos et al., (1992). El gel resultante fue teñido con Acian Blue (Sigma 
Chemical Co.) para detectar la actividad hialuronidasa. 
 
Para evaluar la cantidad de hexosas y hexosaminas unidas a Hyal-Ba, se empleó 
el ensayo de Winzler (1955), mientras en el caso del ácido siálico se empleó el 
ensayo de Warren (1959), con algunas modificaciones descritas en Lazo et al., 
(2017). 
 
4.3.1.5. Determinación de la estabilidad 
Para determinar las condiciones óptimas para la actividad enzimática, el sustrato 
y la Hyal-Ba fueron incubados por 15 minutos a diferentes temperaturas (4 °C- 
60 °C) para determinar a que temperaturas puede actuar la enzima.  
Tambien se realizó ensayos de la enzima sola a temperatura ambiente en la cual 
se evaluó la actividad de la enzima mediante el ensayo de Di-Ferrante a partir 
de las cero hasta las 192 horas.  
 
4.3.1.6. Evaluación del pH óptimo 
Se determinó utilizando volumenes de la enzima que se incubaron a distintos pH. 
Se utilizó el tampón acetato de amonio 0.1 M  (pH 5, 5.5, 6 y 6.5) y tampón Tris-
HCl 0.1 M  (pH 7 y 8). Estos tampones fueron usados para el registro de la 
actividad enzimática de acuerdo al ensayo de Di-Ferrante. Despúes de 15 
minutos a temperatura de 37 °C se evaluó la actividad de cada muestra con los 
distintos valores de pH. 
 
4.3.1.7. Efecto de iones sobre Hyal-Ba 
Para estas pruebas, se elaboraron mezclas de reacción que incluyen: KBr, KCl, 
NaCl, CaCl2 y MgCl2 a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.15 y 0.3 M. Se pre 
incubaron alícuotas de la enzima (75 µL) con el respectivo ión (75 µL) por 10 
minutos a 37 °C. Posteriormente se tomaron 75 µL de la mezcla y se evaluó la 







4.3.2. Ensayos de inhibición de la actividad de Hyal-Ba y reconocimiento 
del suero antibotrópico. 
 
Para realizar esta prueba se utilizó: TLCK, L-ácido glutámico, EDTA, 
iodoacetato, L-glicina y el tripéptido glutatión preparados a concentraciones de 
3, 6 y 12 mM.  
Se tomó 150 µL de Hyal-Ba y 150 µL del agente inhibidor, pre incubándose a 
37°C por 10 minutos. Posteriormente se cogió 100 µL de las combinaciones, 
para realizar las pruebas de actividad enzimática. 
 
El veneno extraido y Hyal-Ba se evaluaron por inmunodifusión (Ouchterlony y 
Nilsson, 1978) contra el suero antibotrópico polivalente producido por el INS. El 
ensayo de inmunodifusión se realizó sobre geles de agarosa al 1 % en tampón 
fosfato 0.15 M pH 7.0. Para lo cual, la agarosa se diluyó en este tampón y se 
calentó por 5 minutos a 100 ºC y 3 mL de esta mezcla se extendió en 
portaobjetos de vidrio, los cuales se dejaron enfriar por 10 minutos. 
Posteriormente se realizaron tres pocillos en cada lámina portaobjeto con igual 
distancia de separación. Se agregó 20 µL de suero antibotrópico en el pocillo del 
centro, mientras que, en los pocillos laterales, 10 µL de veneno crudo (5 mg/mL) 
y 10µL de Hyal-Ba (0.1 mg/mL). Para finalizar la inmunodifusión se usó una 
cámara húmeda a 10 ºC por 48 horas en la cual, se lavaron las láminas con 
citrato trisódico al 5 % por 10 minutos y para terminar se hicieron seis lavados 
cada 6 horas con Cloruro de sodio al 0.9 %.   
 
Para la tinción se empleó azul brillante de Coomasie por 15 minutos, dejándolas 
en decolorante por 12 horas hasta que aparecieron las líneas de precipitación. 
Luego se lavaron con agua destilada por 10 minutos y se revistió la lámina con 
papel filtro para colocarla en una estufa a 37 ºC durante 24 horas. Luego se 
observó si en la lámina gelificada y secada, se evidencian los arcos de 
precipitación. 
 
4.3.3. Caracterización Biológica  






Grupos de 5 ratones de la cepa Balb C procedentes del bioterio del Instituto 
Nacional de Salud, fueron inyectados intraperitonealmente con 0.1 mL (5 a 20 
µg) de la enzima purificada. Como control positivo se empleó veneno completo 
de B. atrox (20 µg) y como control negativo 0.1 mL de cloruro de sodio 0.9%. 
Después de 48 horas de observación los ratones tuvieron que ser sacrificados 
para el análisis de los posibles daños cutáneos o viscerales     
 
4.3.3.2. Acción hemorrágica  
Se empleó el ensayo de Kondo et al., (1960) variado por Isla et al., (2003), para 
lo cual se elaboraron 5 muestras para inocularlas en ratones albinos por vía 
intradérmica. La muestra 1 contenía una dosis hemorrágica mínima (1 DHM) del 
veneno de B. atrox equivalente a 1.4 µg de veneno, según lo dispuesto por 
Segura et al., (2010). Una DHM se explica como la dosis de veneno (µg) que 
produce 10 mm de diámetro hemorrágico. La muestra 2 contenía 1.4 µg de 
veneno completo previamente inactivado por calor a 60 °C, la muestra 3 contenía 
1.4 µg de la Hyal-Ba, la muestra 4 tenía la combinación de 1.4 µg de veneno y 
de la enzima (0.5 mg/mL) respectivamente; finalmente, la muestra 5 contenía 
veneno inactivado por calor mezclado con Hyal-Ba (1.4 µg c/u). Después de dos 
horas, los ratones se sacrificaron y se les retiró la piel del área abdominal para 
luego calcular el diámetro y área hemorrágica formada en su respectivo lado 
interno.  
 
4.3.3.3. Edema en pata 
Fue realizado de acuerdo al protocolo planteado por Bordon et al., (2012). El 
edema en pata fue inducido en ratones albinos cepa Balb C (20-22gr) por la 
inyección del cojinete de la pata derecha subplantar de buffer conteniendo LAAO 
(15 µg) con y sin Hyal-Ba (1.2 µg) en la pata trasera derecha. Como control 
negativo se empleó solución salina. El seguimiento de la actividad edemática fue 









4.3.4. Estudios cinéticos 
Los estudios cinéticos fueron realizados de acuerdo a Poh et al., (1992). Hyal-
Ba (0.9 µg/µL) fue incubada 15 min en las condiciones óptimas anteriormente 
determinadas con ácido hialurónico (0-100 µg/mL). La velocidad de reacción fue 
expresada como microgramos de sustrato hidrolizado por mililitro por minuto; Km 
y Vmax fueron determinados con Prisma 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, 
USA). La especificidad de la Hyal-Ba purificada fue determinada empleando 
varios sustratos nativos (condriotín sulfato A, B y C y heparina, 5-50 µg/mL cada 
uno).. 
 
4.3.5. Caracterización Molecular  
 
4.3.5.1. Extracción del veneno 
Se tomaron muestras de veneno fresco de ejemplares de serpientes de la 
especie Bothrops atrox mantenidas en cautiverio en el Museo de Historia Natural 
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Dichas serpientes son 
alimentadas periódicamente con ratones de la cepa Balb C criados en el bioterio 
del INS-Lima; un mes después de su última alimentación las serpientes fueron 
ordeñadas.  
El veneno se extrajo por presión manual de las glándulas venenosas y se colectó 
en un criovial de 1.5 mL por colmillo de la serpiente. El volumen obtenido de 
veneno por colmillo fue de 400 ȝL. 
 
4.3.5.2. Estabilización de RNA total. 
Una vez hecha la colecta del veneno por presión manual, se adicionaron 800 ȝL 
de la solución de RNA later® a 400µL de veneno fresco con el fin de mantener 
integro la calidad del RNA total.  
 
El volumen total (1200 µL por cada criovial colectado) fue transportado luego 
desde el sitio de colecta (Museo de Historia Natural) hasta el laboratorio de 







4.3.5.3. Aislamiento de RNA total. 
Antes de la extracción de RNA, la muestra con veneno con la solución de RNA 
Later® se homogenizó y se centrifugó a 1.000 g x 1 minuto. Luego el 
sobrenadante fue retirado y el pellet precipitado fue utilizado ya que es allí donde 
se encuentran las células de donde queremos extraer RNA. Luego se empleó el 
kit de aislamiento High Pure de Roche® y se siguió con el siguiente protocolo: 
- El pellet se resuspendió en 200 µL de PBS. 
- Se agregó luego 400 µL de solución de Lisis-Ligación para luego pasarlo por el 
vortex durante 15 segundos hasta que quede traslúcida.   
- Para transferir la muestra a un tubo de filtro High Pure se insertó un tubo de 
filtro de High Pure en un tubo de recolección. Se tiene que pipetear toda la 
muestra en el depósito superior del tubo de filtro (máx. 700 µL). 
- Se inserta en conjunto tubo de filtro High Pure completo en una centrífuga.  Se 
centrifugó por 8,000 g × 15 segundos. 
- Después de centrifugar se retira el tubo del filtro del tubo de recolección; se 
desecha el sobrenadante y se vuelve a combinar el tubo de filtro y el tubo de 
recolección usado. 
- Después de reinsertar el tubo del filtro para cada muestra, se agregó 90 µL de 
tampón de incubación de DNasa I en un tubo de reacción estéril, se agregó 10 
µL de DNasa I, se mezcló y pipeteó la solución en el vellón de fibra de vidrio en 
el depósito superior del tubo filtro. Incubar durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. 
- Se agregó 500 µL de tampón de lavado I al conjunto del tubo de filtro y se 
centrifugó a 8,000 g × 15 segundos. Luego se desechó el filtrado y denuevo se 
ensambla el tubo de filtro con el tubo de recolección usado. 
- Se agregó 500 µL de tampón de lavado II al conjunto del tubo de filtro y se 
centrifugó a 8,000 g × 15 segundos. Luego se desechó el filtrado y denuevo se 
ensambla el tubo de filtro con el tubo de recolección usado. 
- Se repite el paso anterior, pero agregando 200 µL de tampón de lavado II y 
centrifugando por 2 minutos a la velocidad máxima (aproximadamente 13,000 g) 
para eliminar cualquier tampón de lavado residual. 
- Se desechó el tubo de recolección y se insertó el tubo de filtro en un tubo de 




- Para eluir el RNA se agregó 50  µL de tampón de elución al tubo de filtro. Se 
centrifugó durante 1 minuto a 8,000  g. 
- El tubo de microcentrífuga contiene el RNA eluido y purificado, que en nuestro 
caso lo utilizaremos para obtener cDNA. 
 
4.3.5.4. Cuantificación  
Para la cuantificación del RNA total y del cDNA obtenido se utilizó el Fluorómetro 
Quibit® 2.0 y el espectrómetro NanoDrop respectivamente, los cuales nos 
permitieron cuantificar en pequeños volúmenes los ácidos nucleicos obtenidos 
en cada paso. 
 
4.3.5.5. Obtención del cDNA  
Una vez obtenido el RNA total se procedió a realizar la conversión a cDNA con 
el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (NOVAGEN) empleando el 
procedimiento descrito por Vivas-Ruiz et al., 2013.  
 
En un tubo para PCR estéril libre de nucleasas, se preparó la mezcla de primer-
templado para una reacción de 25 µL, adicionando los componentes según los 
pasos del protocolo detallados a continuación: 
 
- Se preparó el siguiente tubo de reacción: 
 








- Se desnaturalizó la mezcla Primer /templado del tubo calentado por 10 minutos 
a 70°C   en un termociclador. Fue enfriado inmediatamente colocando el tubo en 
hielo. 
- Se adicionaron los componentes faltantes del mix de reacción como indica el 
siguiente cuadro, mezclar (no pasar por el vortex). 
Mix  Primer-Templado 
Componente Volumen Concentración final 
Agua, libre de 
nucleasas 
4 µL  
Primer oligo(dT) 0.5 µL 0.5 µg 
RNA total 8 µL 50 µg de RNA total. 





TABLA 3. Preparación del tubo de reacción para la obtención final de cDNA. 
 
Síntesis de cDNA 
Componente Volumen Concentración final 
Buffer de reacción  5X 4 µL 250 mM   ;  15 mM MgCl2 
Mix de dNTP (10mM de 
cada uno) 
2 µL 1mM de cada uno. 
DTT (100 mM 2 µL  
Transcriptasa reversa 
MMLV 
0,5 µL 10U 
Volumen total 20 µL  
 
- Se mezclaron suavemente con cuidado e inmediatamente se incubaron a 37 
°C por 60 minutos 
- Luego se usó lo obtenido de la reacción para su amplificación por PCR 
inmediatamente o mantenerlo a -20°C. 
 
 
4.3.5.6. Diseño de Primers 
Las hialuronidasas que han sido secuenciadas hasta el momento y colocadas en 
el GenBank para los venenos ofídicos de las familias de los Elapidos y Viperidos 
por lo general son incompletas. 
 
La bibliografía precedente a esta investigación determina que el cDNA de las 
hialuronidasas oscila entre los 1500 y 2500 pares de bases (pb). Luego de un 
análisis minucioso de los reportes científicos y de  los datos que se encuentran 
en el GenBank, se estableció la estrategia de diseño de primers que abarcaran 
las longitudes totales de las hialuronidasas de Protobothrops mucrosquamatus 
(GenBank: XM_015822281.1), Ovophis okinavensis (GenBank: AB851978.1), 
Protobothrops flavoviridis (Gen Bank: AB851937.1) y Bothrops neuwiedi 
pauloensis (GenBank: FJ654998.1) ya que se procedió a hacer el alineamiento 







Las secuencias nucleotídicas alineadas se obtuvo usando el programa Bioedit 
7.0.4 (Hall, 1999) usando Clustal W (Thompson et al., 1994) y su edición en 
formato FASTA se desarrolló por el programa Box Shade 3.21 (K. Hoffmann y 
M. Baron, http://www.ch.embnet.org/software/BOXform.html).  
 
Se continuó luego con la elaboración de primers de la manera manual el cual 
debe contar con las siguientes consideraciones para su elaboración: que el 
tamaño del Iniciador debe ser de  22 pb y que el contenido de G y C se encuentre 
entre 50 % a menos.  
Adicionalmente, y considerando el tamaño de la secuencia a amplificar, se optó 
por usar 5 pares de primers. La síntesis de estos primers fue encomendada a la 
casa Invitrogen Custom Primers. 
 
Se listan a continuación los primers obtenidos manualmente de 22 pb. 
 
 
TABLA 4. Secuencia de los Primers diseñados de 22 pb (forward y reverse) 
 
PRIMERS SECUENCIA 
HD1 (Forward) 5´ CTCCCGCGGATGTTACTCGTGG 3´ 
HD2 (Forward) 5´ ATTTGGAAGGTCGTTCTTCTCA 3´ 
HD3 (Forward) 5´ ATAAATCAAAATCGGATATTGA 3´ 
HDr4 (Reverse) 5´ CCAGTTTTCCCAGTCAATGACT 3´ 
HD5 (Forward) 5´ TGAAACCATATTGAGGTCAAGT 3´ 
HD6 (Forward) 5´ ATTGGGACGTTATATCGTTAAT 3´ 
HDr7 (Reverse) 5´ CACATCTTCCACGTTTCTTGCA 3´ 
HDr8 (Reverse) 5´ CCAGTTTTCCTTTTACAATCAC 3´ 
HD9 (Forward) 5´ AATTCCATTAGGTCTTCTGAAG 3´ 








También fueron utilizados los primers que se empleó para la hialuronidasa de 
Bothrops pauloensis (HyaseF: 5´ TTGGTGAAACAGCGGCCATG 3´ y HyaseR: 
5´ CTTTTCATCCAGCACAATAC 3´ de 20 pb para cada forward y reverse).  
Luego de evaluar los primers obtenidos, se diseñaron dos primers externos el 
forward HD0μ 5’ ACCTCGTCGTCTCTGCGTGGCCTACA 3’ (26 pb) y el reverse 
HD11μ 5’ CCACACAATACTTTAATATTTGGG 3’ (24 pb). 
 
4.3.5.7. Amplificación de los segmentos de las secuencias de la enzima 
hialuronidasa de Bothrops atrox. 
La secuencia consenso que queremos amplificar se dividió en 8 segmentos, para 
obtener estos segmentos se realizaron combinaciones de los distintos primers 





















TABLA 5. Tamaño de los segmentos de las secuencias consenso para la obtención de la Hyal-
Ba 
 
Segmento Primers Tamaño 
SEGMENTO 1 HD1-HDr4          (22-720 pb) 
SEGMENTO 2 HD2-HDr4          (67-720 pb) 
SEGMENTO 3 HD3-HDr7          (641-1440 pb) 
SEGMENTO 4 HD5-HDr8           (1070-1551 pb) 
SEGMENTO 5: HD5-HDr7           (1070-1440 pb) 
SEGMENTO 6 HD6- HDr8          (1361-1551 pb) 
SEGMENTO 7  HD5-HDr10         (1070-1849 pb) 




La amplificación de los segmentos del gen de la Hyal-Ba se realizó mediante el 
uso del kit Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific). Se emplearon 2 
protocolos de PCR para los segmentos de la secuencia de interés. (Estos 
protocolos emplearon como temperatura de hibridación a aquellas secuencias 
que estén cerca de los 60°C). 
 
TABLA 6. Preparación del mix de reacción 
Componentes Volumen 
H2O Ultrapura 12.8µL 
Buffer de reacción 10X 2.5µL 




Taq Polimerasa 0.2µL 
Templado 5.0µL 
 Volumen total = 25µL 








El primer protocolo se utilizó para los segmentos 2, 3 y 5 con sus respectivos 
primers. Para los otros segmentos (segmentos 4, 6, 7 y 8) se utilizó una variante 
del protocolo anterior. Los valores de la reacción del mix se mantuvieron, la única 
variante fue las condiciones de PCR que se empleó como la temperatura de 
hibridación (Para el primer protocolo 60 °C y para el segundo 56°C).  
 
El programa de amplificación para ambos protocolos fue dado por un ciclo de 
desnaturacion inicial 95°C por 5 min; continuado por 32 ciclos de 
desnaturalización de 30 segundos a 94°C; luego una hibridación por 30 
segundos a 60°C para el primer protocolo y a 56°C para el segundo protocolo y 
polimerización a 72°C por 80 segundos; finalmente, se incubó a 72°C por 7 
minutos. 
 
4.3.5.8. Electroforesis en geles de agarosa para ácidos nucleicos 
Para la separación de los productos de PCR resultantes se realizó la 
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Se utilizaron los siguientes reactivos y 
amortiguadores: Agarosa tipo I al 1% disuelta en agua destilada, Tampón TBE 
1X que contieneTris 892 mM, ácido bórico 889 mM y EDTA 20 mM a pH 0.5, 
también tiene el tampón muestra (Novagen®). Como estándares de peso 
molecular se utilizaron marcadores en el rango de 50 a 2000 pares de base de 
DNA (Novagen).  Para observar la separación de los productos de PCR 
resultantes por electroforesis en geles de agarosa al 1% se corrió a un voltaje 
constante de 80 Voltios. Finalmente, para la visualización de los amplicones se 
utilizó Gel Red Biotium y visualizados en el Fotodocumentador. 
 
4.3.5.9. Secuencia y análisis de Hyal-Ba 
La secuencia de los productos amplificados se obtuvó por petición a la casa 
comercial Macrogen, Inc (Korea del Sur) por medio de la utilización de un 
secuenciador automatizado modelo ABI 3730 XL con cabida limite de 12 Mb/día. 
Para este fin se emplearon adicionalmente los cebadores internos diseñados 
HD5: 5´ TGAAACCATATTGAGGTCAAGT 3´ y HDr7: 5´ 
CACATCTTCCACGTTTCTTGCA 3´. Recibida la secuencia nucleotídica, esta 





La evaluación del análisis de los ORF y de la traducción de la secuencia 
nucleotídica fue realizado por el programa ORF finder 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) y el programa Translate Tool 
(http://ca. expasy.org). Para el análisis de los codones de prioridad (Codon 
Usage) se empleó el programa en línea SMS (http://www.bioinformatics. 
org/sms2/codon_usage.html).  
 
Para el estudio tanto en identidad como en semejanza de la proteína deducida 
con respecto a otras hialuronidasas con secuencias completas o truncadas se 
realizó con el programa en línea BLASTp. Todos estos alineamientos fueron 
realizados con los programas Clustal X 1.8 y Box Shade 
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_ form.html). Mediante el programa 
Protparam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) se predijó las propiedades 
bioquímicas de la proteína deducida, la evaluación del péptido señal se dio por 
el programa Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/). Con los 
programas BLASTp y PIR (http://pir.georgetown.edu/ 
pirwww/search/pattern.shtml) se analizaron los dominios presentes. Los sitios 
con mayor probabilidad de glicosilación se predijeron por el programa en línea 
NetNGlyc (http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/). La estructura secundaria 
fue determinada por el programa PHD (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). El análisis a nivel 
filogenético fue hecho con el programa MEGA 5.  
 
4.3.5.10. Alineación múltiple y su análisis a nivel filogenético 
Las secuencias aminoacídicas se alinearon usando el programa de alineamiento 
de secuencias múltiples CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) y se volvieron a 
recrear usando BOXSHADE 3.21. Las secuencias para Hyals se descargaron de 
Cazy, Pfam, Expasy, Uniprot y NCBI. El análisis a nivel filogenético fue ejecutado 
por el programa MEGA 5 pero también para un mejor análisis estadístico y 
filogenético se realizó en R utilizando el paquete Pvclust (Suzuki y Shimodaira, 
1996) Los identificadores para estas proteínas se pueden encontrar con los 






4.3.5.11. Análisis Bioinformático de la proteína deducida 
 
4.3.5.11.1. Modelamiento estructural 
La predicción de la estructura terciaria de la enzima fue realiza por criterio Ab 
initio y por homología a través de las técnicas de reconocimiento por 
plegamiento. Mediante el servidor en línea SWISS-MODEL 
(http://swissmodel.expasy.org/) se realizó la búsqueda de hialuronidasas con 
estructura cristalizada con mayor homología a Hyal-Ba; solo tres estructuras 
fueron encontradas candidatas como molde (templado) para el modelamiento: 
Apis mellífera (1FCU), Vespula vulgaris (2TAM) y Homo sapiens sapiens (2PE4). 
El software MODELLER v 9.16 (Sali y  Blundell, 1993) fue empleado para 
generar el modelo estructural de la enzima en formato .pdb. El mejor modelo se 
seleccionó a partir de las puntuaciones de la energía proteica optimizada mínima 
discreta (DOPE) y de la función del objetivo modelador (MOF). La estructura fue 
refinada usando el servidor 3Drefien (http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/). 
La desviación RMS se calculó utilizando el programa VMD v 1.9.2 (Humphrey et 
al., 1996). El análisis de validaciones se realizó utilizando SAVES Sever 
(https://services.mbi.ucla.edu/SAVES/), que incluye PROCHECK 
WHAT_CHECK, ERRAT, VERIFy_3D y el análisis de los cálculos de los 
contornos de mapa de Ramachandran para determinar la calidad del modelo 
generado e identificar a los residuos ubicados en posiciones no favorables. La 
visualización de la estructura fue generada por el programa Pymol (Delano, 
2002). 
 
4.3.5.10.2. Análisis estadístico 
 
Los datos de la actividad de la hialuronidasa fueron referidos como promedio ± 
desviación estándar (DS). La evaluación estadística de sus diferencias se realizó 
usando ANOVA y la prueba de t- Student. Los valores p menor que 0,05 (p< 








5. RESULTADOS  
 
5.1. Purificación de la Hyal-Ba y secuenciación aminoacídica. 
 
Se logró purificar de la Hyal-Ba del veneno de B. atrox (Fig. 8). En el 
fraccionamiento inicial en Sephadex DEAE-50 del veneno crudo (300 mg) se 
obtuvieron 4 picos en condiciones isocráticas (P1-P4) y dos picos restantes al 
establecer la gradiente lineal con NaCl de 0 hasta 1.0 M (P5 y P6) (Fig. 8A). La 
actividad enzimática se encontró en el P1 y sus fracciones fueron concentradas 
(13 mg) y suministradas a la columna de exclusión molecular sobre Sephadex 
G-100. En este segundo paso (Fig. 8B) se obtuvieron 3 picos (P1I-III), la actividad 
enzimática fue detectada entre P1-I y P1-II y las fracciones correspondientes 
fueron concentradas (3.2 mg) y agregadas a la columna de exclusión sobre 
Sephadex G-75. Este tercer paso (Fig. 8C) permitió la purificación final de Hyal-
Ba (2.58 mg) con un 30 % de rendimiento final , 36 veces purificado y una 
recuperación de proteína del 0.86% (Tabla 7).  La homogeneidad de Hyal-Ba fue 
verificada por RP-HPLC (Fig. 8D) y por PAGE–SDS (Fig. 11). Los primeros 21 
aminoácidos en N-terminal fueron determinados a ser: 
MQAKAPMYPNEPFLVFWNAPT. El contenido de hexosas y hexosaminas fue 






FIGURA 8. Perfil de purificación de Hyal-Ba del veneno de la serpiente Bothrops atrox. Las líneas 
negras representan la cantidad de proteínas medidas a 280 nm. La actividad especifica esta con 
líneas punteadas y esta representada en unidades Di Ferrante. A) Cromatografía de Intercambio 
iónico del veneno crudo empleando una columna DEAE A-50 (1.2 x 40 cm). La columna fue 
equilibrada con buffer acetato de amonio 0.05 M (pH 5.0) y eluida con una gradiente lineal de 
NaCl (0-1.0 M) a un flujo de 14 mL/h. B) Cromatografia de filtración molecular de la fracción P1 
en la columna de Sephadex G-100 equilibrada y eluida con el tampón amonio acetato 0.05M  a 
pH 5.0 se mantuvo un flujo constante de 14 mL/h recolectado fracciones de 1mL. C) 
Cromatografia de filración molecular de las fracciones comprendidas entre P1-I y P1-II en una 
columna de Sephadex G-75 equilibrada de la misma forma que en el paso anterior. La elución 
fue realizada a 10 mL/h y se recolectaron fracciones de 1 mL. D) Evaluación de la pureza de 
Hyal-Ba por HPLC. La Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de fase reversa fue realizada 
en una columna Vydac C18 (con dimensiones de 822 mm x 25 cm), equilibrada con ácido 















5.2. Estabilidad de la enzima 
 
La Figura 9 nos indica que a temperaturas menores de 25 °C y mayores de 45 
°C reducen significativamente la actividad enzimática de la Hyal-Ba, en tanto a 
temperatura ambiente la enzima mantuvo una actividad notable durante 48 horas 
teniendo un 41 % de actividad restante, mientras que a las 144 horas la actividad 
enzimática es cero (Figura 10). La hialuronidasa se inactiva de forma rapida, al 
ser expuesta a temperatura ambiente (20º-22ºC) es algo común por lo general 
en los venenos ofidicos por lo que, se sigue investigando cuales serian las 
óptimas condiciones para que siga activada por un periodo más largo de tiempo, 
tomando en cuenta que la mayoría de enzimas de serpientes venenosas son 
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FIGURA 10. Estabilidad de actividad Hyal-Ba de B. atrox. 
 
 
5.3. Pureza, peso molecular y pH óptimo de la enzima. 
5.3.1. Peso Molecular 
La hialuronidasa del veneno de B. atrox fue evaluada por SDS-PAGE al 12% en 
condiciones reductoras y no reductoras observandose una banda proteica 




y este peso se comprueba mediante la zimografia con ácido hialuronico que 
presenta una banda traslúcida del gel coloreado con azul de Acian  (Figura 11B).  
 
5.3.2. pH óptimo  
En cuanto al pH óptimo encontrado en Hyal-Ba de B. atrox se observó un valor 
de mayor actividad a pH 6.0, ya que se trabajo también con los pH 5.0, 5.5 y 6,5 
mientras que con los pH de 7.0 y 8.0 la actividad se reduce notablemente (Figura 
12). Esto coincide con otros resultados previos sobre la notoria inestabilidad de 
esta enzima cuando esta a un  pH neutro y levemente alcalino  contrario a la 





FIGURA 11. Análisis de homogeneidad de Hyal-Ba. A) perfil de SDS PAGE (12%) teñido con 
azul de Coomassie. M: marcadores moleculares, línea 1: en condiciones reductoras (R) y 2: 
condiciones no reductoras (NR). B) Análisis de zimografía en gel que contiene ácido hialurónico 












FIGURA 12.  pH óptimo de la hialuronidasa de B. atrox. 
 
5.4. Efecto de algunos iones sobre Hyal-Ba. 
 
Las pruebas con los iones Na+, K+, Br-, Cl-, Ca2+ y Mg2+ señalaron un grado 
distinto de inhibición o activación según la concentración utilizada. 
 
Luego de preincubar la enzima con los iones a  concentraciones finales (50 - 
300 mM) se obtuvieron los siguientes resultados; en el caso el ion Mg +2 provocó 
la mayor activación inicial de la enzima llegando a un 140% a la concentración 
de 150 mM mientras tanto, el Ca+2 (150 mM) y el  K+ (300 mM) solo 
manifestaron  un leve aumento de la actividad con valores del 107% y 110% 
respectivamente ( ver Tabla 8). 
Varios reportes revelan la acción de los cationes divalentes en la actividad de 
varias enzimas ofidicas. Otros estudios han revelado, que algunos aniones 
monovalentes como el Cl- y Br- incrementan la actividad de la enzima 
hialuronidasa como sucedió con el veneno de L. muta y que los cationes Na+ y 
K+. para este caso no aumentaron su actividad. En nuestro estudió se 
comprobó que  el ion Mg+2 un activador común enzimático en las ponzoñas 














5.5. Acción de agentes inhibidores 
Se trabajó con los inhibidores enzimáticos a concentraciones de 3, 6 y 12 mM, 
el EDTA produjo el mayor efecto inhibitorio obteniéndose casi una inhibición total 
de la enzima en estudio con 12 mM. Así mismo se mostró una notable inhibición 
con TLCK a 6 mM y 12 mM que llego a porcentajes de 62 y 88 % de inhibición. 
El iodoacetato a 12 mM tuvo un valor inhibitorio de 39 %, mientras la glicina a 3 
mM y 6 mM mostro un valor de 44 y 39 % de inhibición de la actividad 
respectivamente.  En cambio, el ácido glutámico así como también el tripéptido 
glutatión; no mostraron ningún grado de variación al preincubarse a las tres 
concentraciones ya que tuvieron una pobre inhibición (menores del 20%) (Ver 
Tabla 9). 
 














Con relación a los ensayos de toxicidad mediante la inoculación de la enzima 
Hyal-Ba por vía intraperitoneal sobre ratones albinos no se manifestó ningún 
efecto ni sintoma de toxicidad durante 48 horas. Con este ensayo demostramos 
que esta enzima no posee toxicidad, lo cual también ha sido reportado en 




FIGURA 13. Prueba de toxicidad (0) Blanco, (1) Enzima y (2) Veneno crudo. Las pruebas 
cuantitativas se realizaron por triplicado y se muestra la media + S.D. ** p <0.001 y * p <0.01 en 





5.7. Actividad difusora in vivo de la Hyal-Ba  sobre  la actividad hemorrágica 
 
Para comprobar la acción difusora de la enzima hialuronidasa se usó como 
parámetro la actividad hemorrágica que posee el veneno de B. atrox. De acuerdo 
con ello: 1.4 µg de veneno equivale a 1 DHM que produce un diámetro 
hemorrágico de 10 mm y en nuestra prueba el veneno crudo produjo un diámetro 
hemorrágico de  9.7 + 0.5 mm. Cuando el veneno fue calentado a 60 °C  el 
diámetro hemorrágico se redujo notablemente 3 ± 0.3 mm, sin embargo la 
enzima purificada no produjo ninguna área hemorrágica. Para el caso del veneno 
más la enzima purificada el diámetro hemorrágico fue de 12  ± 0.5 mm y al usarse 








FIGURA 14. Actividad hemorrágica. (0) Blanco, (1) Veneno, (2) Hyal-Ba, (3) Veneno 
calentado, (4) Veneno más Hyal-Ba y (5) Veneno calentado más Hyal-Ba. Las pruebas 
cuantitativas se realizaron por triplicado y se muestra la media + S.D. ** p <0.001 y * p 
<0.01 en comparación con el control. 
 
 
5.8. Actividad edemática 
 
El máximo nivel de edema (Fig. 15) fue observado a los 50 min cuando los 
ratones fueron inyectados con la LAAO de B. atrox, este edema fue significativo 
comparado con el control (p< 0.005), no obstante, Hyal-Ba mostró bajar la 
actividad edemática al disminuir significativamente (p< 0.005) el edema cuando 
fue agregada junto con la enzima LAAO. A los 300 min el edema disminuyó 
considerablemente en ambos tratamientos (LAAO sola y LAAO + Hyal-Ba) pero 










FIGURA 15. Actividad edemática, la Hyal-Ba (1.2 ȝg) reduce el edema de la pata producido por 
LAAO (15 ȝg) y por solución salina (control). 
 
5.9. Antigenicidad  
 
La prueba de inmunodifusión permitió establecer la antigenicidad de la enzima 
cuya reactividad se evidencia frente al antiveneno botrópico polivalente ya que 
se forma una línea de precipitación muy marcada. En cambio, el veneno de B. 
atrox enfrentado a este mismo antiveneno, produjo al menos 5 líneas de 










FIGURA 16. Inmunodifusión doble (sin y con colorante) entre el veneno y la hialuronidasa de B. 
atrox frente al antiveneno botrópico polivalente. 
 
5.10. Análisis Molecular 
5.10.1. Amplificación y secuenciamiento de la Hyal-Ba. 
A partir de 400 µL de veneno recién extraído mediante presión mecánica a un 
ejemplar de Bothrops atrox se obtuvo 40 µL de RNA total. Se verificó la presencia 
de RNA extraído procediendose a realizar la cuantificación en el fluorometro 
Quibit® 2.0   obteniendose 6.32 µg/mL de RNA total el mismo que, fue mantenido 
a -80°C. Luego de esto se procedió a realizar la conversión a cDNA con el kit 
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (NOVAGEN). Para la cuantificación del 
cDNA se realizó mediante un  NanoDrop, utilizándose 2.5 µl del RNA obtenido, 
el cual nos dio una concentración de 1290,4 ng/µL. En un inicio se amplificaron 
por segmentos la secuencia del gen Hyal-Ba (8 segmentos) y luego se 
ensamblaron cada uno para poder obtener un rango de su secuencia completa. 
Finalmente se empleó los primers externos HD0μ 5’ 
ACCTCGTCGTCTCTGCGTGGCCTACA 3’ (forward) y HD11μ 5’ 
CCACACAATACTTTAATATTTGGG 3’ (reverse) a partir del alineamiento 
múltiple previamente diseñados y sintetizados para obtener la secuencia el gen 
Hyal-Ba. 
En relación con los segmentos obtenidos mediante el protocolo 1 de 








FIGURA 17. Electroforesis de amplicones para los Segmentos 2,3,4 y 0 del gen de la 
hialuronidasa para Bothrops atrox. (Utilizando el protocolo 1).  No se observa amplicón del 
segmento 3. 
 
Obteniéndose para cada par de cebadores: (Figura 17):  
- Para el segmento 2 (HD2 + HDr4) una banda no muy definida de 
aproximadamente de 650 pb 
- Para el segmento 3 (HD3 + HDr7) no se observan bandas definidas mediante 
este protocolo. 
- Para el segmento 5 (HD5 + HDr7) se noto una banda bien definida de 400 pb 
aproximado y 1 banda acompañante tenue de aproximandamente 100 pb. 
- Se utilizó los cebadores de Bothrops pauloensis (Hyase F + Hyase R) para 
comparar con nuestros segmentos obtenidos y se obtuvo 1 banda definida de 
aproximadamente  1000 pb (Segmento 0). 






FIGURA 18. Electroforesis de amplicones para los Segmentos 4, 6,7 y 8 del gen de la 
hialuronidasa para Bothrops atrox. (Utilizando el protocolo 2).  No se observan amplicones del 
segmento 7 y 8.  
 
Se obtuvieron para cada par de iniciadores: (Figura 18):  
- Para el segmento 4 (HD5 + HDr8) se observa una banda bien definida de 
aproximadamente 500 pb. 
- Para el segmento 6 (HD6 + HDr8) se observa una banda bien definida de 
aproximadamente 200 pb. 
- Para lo segmentos 7 (HD5 + HDr10) y 8 (HD6 + HDr10) no se observaron 
bandas definidas. 
Se trabajo también con otras temperaturas entre 52- 60 °C; pero solo las 
temperaturas utilizadas de 60 °C y 56°C fueron para hibridación 
respectivamente. Estos protocolos   permitieron la amplificación de cinco de los 
segmentos del gen de la enzima hialuronidasa de Bothrops atrox. 
 
El segmento 2 previamente amplificado se observó por electroforesis en agarosa 
que su banda era tenue por la cual se empleó un kit (Accu Prep ®PCR Gel 




se purificó la respectiva banda y posteriormente se reamplificó este fragmento 
con los mismos primers utilizados previamente. 
 
Para Nested PCR del segmento 2 se cambió el protocolo normal de PCR ya que 
se empleó el Kit Taq Platinium y se usó nuevamente los primers HD2 y HDr4 
 
 
FIGURA 19. Electroforesis del reamplificado del segmento 2 del gen de la hialuronidasa para 
Bothrops atrox. Para el PCR se empleó muestra normal obteniéndose una banda de 650 pb y 
muestra diluida (1/10) en donde en ambos casos se observa algunas bandas de dimeros.  
 
 
Luego del ensamblaje de los segmentos obtenidos, mediante los resultados del 
secuenciamiento permitió la obtención de una secuencia constituida por 2020 pb 
la cual, analizada por el algoritmo BLASTn, evidenció una notoria homología con 
otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofídico colocadas en 









TABLA 10. Homología de las secuencias nucleotídica de Hyal-Ba con otras hialuronidasas 





5.10.2. Obtención de la secuencia de la proteína 
 
Para deducir la secuencia proteica de Hyal-Ba, se utilizó el principio de encontrar 
a los ORFs en las 6 posiciones más factibles. En el análisis inicial mediante el 
programa ORF Finder, se obtuvó marcos de lectura grandes, ya que este 
programa localiza los ORF tomando en cuenta la ubicación del codón de inicio 
(AUG). El análisis con el Programa ORF finder dio un marco de lectura +1, con 
búsqueda limitada al codón de iniciación ATG (Figura 20), para una secuencia 
proteica de 449 aminoácidos. Para confirmar que la secuencia era codificante se 
utilizó el programa Translate Tool, ejecutando la traducción de los codones 
dentro de los 6 marcos de lectura probables. La proteína deducida (Figura 21) 
se enmarca a partir del nucleótido 178 hasta el nucleótido 1527 con el codón 
stop TAA determinándose una región nucleotídica no traducida 5’ (UTR 5’) de 
177 pb y una UTR 3’ de 66λ pb, mostró también homología significante con 
           Especie   Accesión Identificador       Cobertura    Homología 
            Bothrops atrox KY499627.1 mRNA for 
hyaluronidase, 
complete cds 
100%       100% 




transcript variant X1, 
mRNA : PREDICTED 
98% 
 
       95% 




transcript variant X2, 
mRNA : PREDICTED 
97%        94% 
     Ovophis okinavensis AB851978.1 mRNA for 
hyaluronidase, 
complete cds 
94%        97% 
  Protobothrops flavoviridis AB851937.1 mRNA for 
hyaluronidase, partial 
cds 




diversas secuencias de hialuronidasas guardadas en la base de datos (Tabla 
11).   
 
 
FIGURA 20. Identificación de los marcos de lectura abierta para secuencia nucleotídica de 






   acctcgtcgtctctgcgtggcctacatttggtctttgcttcactggggctttggaactgcttcttttct 69 
   gggacctgtttcaactgcccttgtcttgtgtctggaccctacctggtggattggacttggaaccctgga 138 
   ccttgccctgaactaacagcaccagaaaatctgcatattatgtatcacctatggatcaaatgcctggca 207 
1   P  C  P  E  L  T  A  P  E  N  L  H  I  M  Y  H  L  W  I  K  C  L  A     
   gcttggatatttctgaagagatttaatggagttcatgttatgcaggccaaagctccaatgtatcctaat 276 
11  A  W  I  F  L  K  R  F  N  G  V  H  V  M  Q  A  K  A  P  M  Y  P  N     
   gagcctttccttgtgttctggaatgcacctaccacccaatgtcggctgcgctataaggtggatttagat 345 
34  E  P  F  L  V  F  W  N  A  P  T  T  Q  C  R  L  R  Y  K  V  D  L  D   
   cttaagacttttcacattgtaacaaatgccaatgactctttaagtgggtctgctgtgacaatattttat 414 
57  L  K  T  F  H  I  V  T  N  A  N  D  S  L  S  G  S  A  V  T  I  F  Y   
   cctacccatttgggagtctatccccatattgatgaccgtgggcatttcttcaatgggattataccgcaa 483 
80 P  T  H  L  G  V  Y  P  H  I  D  D  R  G  H  F  F  N  G  I  I  P  Q 
   aacgaaagcctcgtgaaacatctcaataaatcaaaatcggatattaatcgtatgatcccactgcggaca 552 
103 N  E  S  L  V  K  H  L  N  K  S  K  S  D  I  N  R  M  I  P  L  R  T   
   tttcatggacttggagtcattgactgggaaaactggagaccccagtgggatagaaactggggcagtaaa 621 
126 F  H  G  L  G  V  I  D  W  E  N  W  R  P  Q  W  D  R  N  W  G  S  K   
   aatgtttacagaaacagatctattcaatttgctagagatttgcacccagaattgtctgaagataaaatc 690 
149 N  V  Y  R  N  R  S  I  Q  F  A  R  D  L  H  P  E  L  S  E  D  K  I   
   aagagattagctaagcaggaatttgaaaaagctgcaaagagtttcatgagagatacacttttactagct 759 
172 K  R  L  A  K  Q  E  F  E  K  A  A  K  S  F  M  R  D  T  L  L  L  A     
   gaagaaatgcgaccagatggatattggggctactatctgtatccagattgccataattataattataag 828 
195 E  E  M  R  P  D  G  Y  W  G  Y  Y  L  Y  P  D  C  H  N  Y  N  Y  K 
   acaaaacctgatcaatacacaggagaatgtccagatattgaaatgtcacggaataatcagctactttgg 897 
218 T  K  P  D  Q  Y  T  G  E  C  P  D  I  E  M  S  R  N  N  Q  L  L  W  
   ctatggagagacagtactgccctttttcctaatatatatcttgaaaccatattgaggtcaagtgacaat 966 
241 L  W  R  D  S  T  A  L  F  P  N  I  Y  L  E  T  I  L  R  S  S  D  N   
   gctttgaaatttgtgcaccatcgccttaaagaagcaatgcgcattgcttccatggctaggaatgattac 1035 
264 A  L  K  F  V  H  H  R  L  K  E  A  M  R  I  A  S  M  A  R  N  D  Y   
   gccttgcccttttttgtatatgccaggccgttctatgcatatacctttgaacctttaacacaggaagac 1104 
287 A  L  P  F  F  V  Y  A  R  P  F  Y  A  Y  T  F  E  P  L  T  Q  E  D   
   ttggtgactactgttggtgaaacagcagacatgggggcagcaggaattgtcttttggggaagcatgcaa 1173 
310 L  V  T  T  V  G  E  T  A  D  M  G  A  A  G  I  V  F  W  G  S  M  Q 
   tatgccagtacggttgaaagctgtggaaaagtgaaagactatatgaatggtccattgggacgttatatc 1242 
333 Y  A  S  T  V  E  S  C  G  K  V  K  D  Y  M  N  G  P  L  G  R  Y  I   
   gttaatgtaactactgcagccaagatttgcagccgtttcctttgcaagagacatggaagatgtgttcga 1311 
356 V  N  V  T  T  A  A  K  I  C  S  R  F  L  C  K  R  H  G  R  C  V  R   
   aaacatagtgattcaaatgcctttctacacttgtttcctgatagtttcaggatcatggtgcatggcaat 1380 
379 K  H  S  D  S  N  A  F  L  H  L  F  P  D  S  F  R  I  M  V  H  G  N  
   gcaacagaaaaaaaagtgattgtaaaaggaaaattggagttgaagaatttgattttcttaagaaataac 1449 
402 A  T  E  K  K  V  I  V  K  G  K  L  E  L  K  N  L  I  F  L  R  N  N   
   tttatgtgccagtgttaccaaggttggaaaggactatattgtgaaaagcattctataaaagagataagg 1518 
425 F  M  C  Q  C  Y  Q  G  W  K  G  L  Y  C  E  K  H  S  I  K  E  I  R   
   aaaatataaggaaattaaatgcattgaagagtctttcatttattcccaaacaaaacaaaattgtcacac 1587 
448 K  I  -   
   agatcacaagacaaagaaatccagctttgatctgagggcaattctattagatcttctgaagacttgcaa 1656 
   atatgtataacttttaagtttctaagcaaaataagatactgtaattaaaaattaaggaaaaaaaggaca 1725 
   caggtggttgtgtactgtaatgtgctttgggaggaaggagggacatgactgtttttcagatcttgggtc 1794 
   tacctaattaaaacctttgcttcctttttcctcgcattccacttggagtggtctttgcttacttctaat 1863 
   acttcttcagagtcttcagaagtgaatttaggaatgcattcttgttacaattgcagccacatttttttc 1932 
   ttctaccctcaccccccccactcctccccccaaatattaaagtattgtgtggaaatgaaaaaggaaaat 2001 
   ttttttaatttattataac                                                   2020 
  
  
FIGURA 21. Secuencia de nucleotídica y secuencia de aminoácidica inferida de Hyal-Ba. Los 
números de derecha e izquierda de la figura se refieren a nucleótidos y de aminoácidos 
respectivamente. El péptido señal está subrayado. El residuo catalítico conservado (E135) y los 
residuos posicionales (D133, Y206, Y253, W328) se resaltan en negro y gris, respectivamente. La 
terminación de ORF por el codón TAA está indicada por un guión (-). Los cuatro motivos de N-















De acuerdo con los datos obtenidos en la deducción de la proteína, mediante el 
programa Signal P nos predijo la localización y el sitio de clivaje del péptido señal 
(Figura 22), el cual arrojo que los 20 primeros aminoácidos en la posición N-terminal 
conforman parte del péptido señal, los 429 aminoácidos restantes conforman a la 
proteína madura que al ser analizadas con el programa BLASTp determinan 
homología con otras hialuronidasas siendo la hialuronidasa de Bothrops moojeni 
(ATU85542) la de mayor identidad (98%) con una longitud de cubierta del 100%. 
La secuencia proteica de Bothrops atrox, producida en el presente estudio, fue 
denominada como Hyal-Ba y también se le depositó en la base de datos con el 
código de acceso AUF71538. 
 
Por otro lado, se realizó un análisis de preferencia por el uso de codón (Codon 
Usage), que se muestra en la Tabla 12, en donde se resaltan aquellos codones con 
mayor frecuencia singular en uso, realizando una comparación con las 
hialuronidasas de Protobothrops flavoviridis, Ovophis okinavensis y también con la 




Especie Accesión (E value) Cobertura Homología 
Bothrops atrox AUF71538.1 0.0 100% 100% 
Bothrops moojeni ATU85542.1 0.0 100% 98% 
Protobothrops 
mucrosquamatus 
XP_015677767.1 0.0 100% 96% 
Protobothrops 
flavoviridis  
BAP39986.1 0.0 100% 95% 
Ovophis 
okinavensis 






FIGURA 22. Determinación del péptido señal de la Hyal-Ba, indicando que el sitio de clivaje se 
encuentra entre el aminoácido 20 y 21 (SignalP 4.1 Server) 
 
 
5.10.3. Análisis de la proteína deducida. 
 
El análisis de la secuencia primaria con el programa ProtParam (Expasy.org) deduce 
un peso molecular de 50108,58 Daltons con un punto isoeléctrico teórico de 9.19 
estimando la naturaleza básica de la enzima, la formula química fue determinada 
como C2265H3461N623O622S23 obteniendose un total de 6994 átomos. El coeficiente de 
extinción molecular fue de 88405 M -1 cm-1 y un índice alifático de 76,15. Otros 
parámetros fisicoquímicos se detallan en la Tabla 14. La composición de los 
aminoácidos de la proteína madura se muestra en la Figura 23 y Tabla 13, el 
aminoácido más abundante de la proteína fue la leucina (37 residuos, 8.6%) en tanto 










TABLA 12. Comparación del uso de codón para la enzima hialuronidasa entre especies ofídicas y 
la enzima L-aminoácido oxidasa de B. atrox. 
 























































































































































































































































































































































TABLA 14. Parámetros físicos y químicos conseguidos para la proteína Hyal-Ba por el programa 






Para determinar los motivos para N-glicosilación, estos fueron elaborados mediante 
el programa NetNGlyc (http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/) que nos 
proporcionó 6 supuestas posiciones de N-glicosilación ya que corresponden a los 
residuos de asparragina (Ver Figura 24). Sin embargo, los residuos en las posiciones 







FIGURA 24. Determinacion de los motivos de N- glicosilación en las posiciones Asn67, Asn103, 
Asn111, Asn153, Asn357y Asn401 (NetNGlyc) 
    
5.10.4. Alineamiento multiple de la Hyal-Ba. 
 
En el alineamiento múltiple (Ver Fig. 25) se destacan las regiones conservadas de 
como el residuo catalítico Glu113 y los residuos posicionales Asp111, Ty184, 
Tyr230 y Trp305 (de acuerdo a Stern y Jedrzejas 2006, pero sin considerar el 
péptido señal). La presencia de las cisteínas se mantiene conservada en todas las 
secuencias de hialuronidasas: Cys47, Cys211, Cys227, Cys340, Cys365, Cys370, 
Cys376 Cys427, Cys429 y Cys438. Hyal-Ba presenta tres mutaciones únicas en 







FIGURA 25. Alineamiento de la secuencia inferida de la hilauronidasa de Bothrops atrox de Perú (P) con otras 
hialuronidasas ofídicas. A) En celeste (▼) se resaltan los motivos para la N glicosilación (N47, N83, Nλ1, N133, 
N337 y N381). En rojo se resaltan los residuos de cisteína en posición conservada. En gris oscuro (♦) el residuo 
catalítico (E115) y en gris claro (◊) los sitios de posicionamiento (D113, Y186, Y233 y W30λ). En fucsia (□) se 
resaltan los aminoácidos singulares en Hyal-Ba. Las secuencias empleadas fueron de Agkistrodon contortrix 
contortrix (JAS04369), Bothrops atrox de Brasil (B) (JAV01892), Bothrops moojeni (ATU85542), Protobothrops 
flavoviridis (BAN89379), Crotalus horridus (JAS04874), Ovophis okinavensis (BAN89413), Crotalus 





                                     1       10        20        30        40        50        60        70        80 
                     signal peptide    |        |         |         |         |      ▼  |         |         |         | 
B. atrox (P)     MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII 
B. atrox (B)     MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII 
B. moojeni       MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII 
P. flavoviridis  MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLETFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDDRGHFFNGII 
O. okinavensis   MYHIWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCLLRYKVDLDLKTFHIVTNANESLSGSAVTIFYPNHLGVYPYIDDRGHFFNGII 
C. horridus      MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLNTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGFYPHIDGRGHFFNGII 
C. adamanteus    MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLNTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGFYPHIDGRGHFFNGII 
A. contortrix    MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVTNANDSLSGSAVTIFYPTHLGVYPHIDGHGHFFNGII 
C. cerastes      MYHIWIKFLAAWIFLKRFNGVHVMQAKAPMYRNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVSNANDSLSGSAVTIFYPNHLGVYPHIDDRGHFFHGII 
E. ocellatus     MYHLWIKCLAAWIFLKRFNGVHVMHAKAPMYPNEPFLVFWNAPTTQCRLRYKVDLDLKTFHIVANANDTLSGSAVTIFYPTHLGIYPHIDDRGHFFHGII 
B. arientas      MYHLWIKCLAAWIFLKRCNGVHAMPAKAPMYPNEPFIVLWNAPTTQCPLRYKVDLDLKTFHIVANPNDSLSGSVVTIFYPNHLGVYPHIDERGHFFHGII 
Consensus        *** *** ********* ****** ****** *************** ********* ***** * *  **** ****** *** ** **  **** *** 
 
                         90       100       110       120       130       140       150       160       170       180 
                   ▼      |▼        |         |  ◊ ♦    |         |  ▼      |         |         |         |         | 
B. atrox (P)     PQNESLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
B. atrox (B)     PQNESLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKREYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
B. moojeni       PQNESLVKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKREYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
P. flavoviridis  PQNESLAKHLNKSKSDIDRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIKKLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
O._okinavensis   PQNESLAKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
C. horridus      PQNESLAKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEFEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
C. adamanteus    PQNESLAKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPY 
A. contortrix    PQNESLTKHLNKSKSDINRMIPLRTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDEIKRLAKQEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
C. cerastes      PQNESLTKHLNKSKSDINRIIPLKAFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFARDLHPELSEDKIRRLAKKEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
E. ocellatus     PQNESLTKHLDKSKSDINRIIPLKTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGNKNVYRNRSIQFARDLHPELSENKIRRLAKAEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPD 
B._arientas      PQNESLTKHLNKSKSDINRMIPLKTFHGLGVIDWENWRPQWDRNWGSKNVYRNRSIQFAKELHPELSEDKIKRLAKKEYEKAAKSFMRDTLLLAEEMRPN 
Consensus        ****** *** ****** * ***  ********************* ************  *******  *  *** * ********************  
 
                        190       200       210       220       230       240       250       260       270       280 
                      ◊   |         |         |         |         |  ◊      |         |         |   □     □         | 
B. atrox (P)     GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARNDYALPFFVYARPFYAY 
B. atrox (B)     GYWGYYLYPDCQNYNYKTKTDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNVYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY 
B. moojeni       GYWGYYLYPDCQNYNYKTKTDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNVYLETILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY 
P. flavoviridis  GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRESTALFPNIYIETILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY 
O. okinavensis   GYWGYYLYPDCHNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFVYARPFYAY 
C. horridus      GYWGYYLYPDCQNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLRWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFPYARPFYAY 
C. adamanteus    GYWGYYLYPDCQNYNYKTKPDQYTGECPDIEITRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFPYARPFYAY 
A. contortrix    GYWGYYLYPDCQNYNYKTKPDQYTGECPDIEMSRNNQLLWLWRDSTALFPNIYLETVLRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMARKDYALPVFAYARPFYAY 
C. cerastes      GYWGYYLYPDCQNYDYKTKGDQYTGKCPEIEMSRNDQLLWLWRDSTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKEAMRIASMAREDYALPVFAYARPFYAY 
E. ocellatus     GYWGYYLYPDCQNYDYKTKGDQYTGKCPDIEMSRNDQLLWLWRESTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMAREDYALPVFVYARPFYAY 
B. arientas      GYWGYYLYPDCQNYDYKTKGDQYTGKCPDIEMSRNDQLLWLWRDSTALFPNVYLEIILRSSDNALKFVHHRLKESMRIASMAREDYALPVFVYARPFYAY 
Consensus        *********** ** **** ***** ** **  ** ******* ******* ***  ***************** ******** ******* ******** 
 
                        290       300       310       320       330       340       350       360       370       380 
                          |        □|       ◊ |         |         |      ▼  |         |         |         |         | 
B. atrox (P)     TFEPLTQEDLVTTVGETADMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
B. atrox (B)     TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
B. moojeni       TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRFLCKRHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
P. flavoviridis  TFEPLTQEDLVTTVGESAAMGAAGLVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMDGPLGRYIVNVTTASKICSHFLCKKRGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
O. okinavensis   TFEPLTQEDLVTTVGEAAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCGKVKDYMDGPLGRYIINVTTASKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSYRIMVHG 
C. horridus      TFEPLTEEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCRKVKDYMDGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHGDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
C. adamanteus    TFEPLTEEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCRKVKDYIDGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRILVHG 
A. contortrix    TFEPLTQEDLVNTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVESCGKVKDYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSHFLCKKHGRCVRKHSDSNAFLHLFPDSFRIMVHG 
C. cerastes      TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSVQYASTVDSCQKVKKYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSRVLCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVYA 
E. ocellatus     TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCQKVKKYMNGPLGRYIINVTTAAKICSHALCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVHA 
B. arientas      TFEPLTQEDLVTTVGETAAMGAAGIVFWGSMQYASTVDSCQKVKTYMNGPLGRYIVNVTTAAKICSHALCRKNGRCVRKHSDSNAFLHLFPESFRIMVHA 
Consensus        ****** **** ****************** ****** ** *** ** ******* ***** ****   *   ****************** ******   
 
                        390       400       410       420          
                 ▼        |         |         |         |          
B. atrox (P)     NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI 
B. atrox (B)     NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI 
B. moojeni       NATEKKVIVKGKLELKNLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKEIRKI 
P. flavoviridis  NATEKKVIVKGKLELENLIFLRNNFMCHCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI 
O. okinavensis   NATEKKVIVKGKLELENLIFLRNNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIQDIRKI 
C. horridus      NATEKKVIVKGKLELENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI 
C. adamanteus    NATEKKVIVKGKLELENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIRKI 
A. contortrix    NATEKKVIVKGKLKLENLIFLINNFMCQCYQGWKGLYCEKHSIKDIMKI 
C. cerastes      NATEKKVIVKGKLELENLIYLRENFMCQCYQGWKGLYCEEYSIKDIRKI 
E. ocellatus     NATEKKVIVKGKLELENLIYLRENFMCQCYQGWQGLYCEEYSIKDIRKI 
B. arientas      NATEKKAIVKGKLELKDLIYLRKNFMCQCYQGWKGLYCEEYSIKDIRKI 






5.10.5. Análisis filogenético.  
El análisis filogenético (Figura 26) determinó la formación de agrupamientos 




FIGURA 26. Arbol filogenético de hialuronidasas de diversas especies. 
 
En el análisis filogenético (Figura 27) Hyal-Ba se agrupa consistentemente con 
la hialuronidasa de B. atrox de Brazil y B. moojeni, nosotros denominamos a este 
clado como el “Clado Bothrops”, este clado esta agrupado con el clado 
conformado por Protobothrops y Ovophis Clado (PO). Ambos clados son 
agrupados dentro del Clado Crotalinae junto a otro clado formado por los 
Géneros Crotalus y Agkistrodon. Otro clado semejante al Clado Crotaline es el 
clado Viperinae, (géneros Echis, Cerastes y Bitis) que en su conjunto forman el 
clado Viperidae. En la tabla se muestran las mutaciones para el clado Bothrops 







FIGURA 27. Matriz de Identidad y Árbol Neighbor Joining para Hialuronidasas de diversas 
especies. La alineación para producir la matriz de identidad se realizó con Clustal Omega basado 
en HMM. Esta figura muestra la identidad entre las secuencias en porcentaje. Las claves de color 
van desde el cero de identidad (blanco) a 100% (negro). El cladograma se encuentra a la 
izquierda de la figura y los nombres de las especies a la derecha. Las gráficas de la figura fue 














5.10.6. Modelamiento de la estructura de la Hyal-Ba. 
 
Por otro lado, los análisis para el modelamiento estructural de Hyal-Ba 
determinaron a la hialuronidasa humana (PDB ID: 2PE4) como el mejor molde 
(40% de identidad y 91% query covery). La estructura obtenida corresponde a 
un plegamiento TIM barrel (α/β)8 entre los residuos 36 – 356 y un dominio EGF-
Like entre los 358 y 440 (Figura 28A). Los valores ERRAT, PROCHECK (91.72) 
y VERIFY3D (89.35%) indican la buena calidad de la estructura. El análisis de 
Ramachandran indica que el 95.3% de los aminoácidos se encuentran en una 
posición favorable, el 4% en una región permitida y el 0,7% en una región 
generosamente permitida (Figura 29). El análisis por PROSA indica un valor Z-
score de -10.21 confirmando la credibilidad del modelo generado para Hyal-Ba. 
Los sitios de N glicosilación predichos se encuentran distantes al sitio catalítico 
y 5 puentes disulfuro que participarían en la estabilidad de la estructura (Figura 
28B), también se determinó la carga total de la proteína, así como de su sitio 
activo (Figura 28C). El valor RMSD de la superposición de los C alfa con el 
































FIGURA 28. Modelamiento de la estructura de Hyal-Ba A) La representación muestra las 
características estructurales secundarias y los dominios catalítico (verde) y like-EFG (azul). Los 
residuos funcionales pertenecen al dominio catalítico están en la representación de palo 
magenta. Las estructuras helices y las β-planares están en rojo y amarillo respectivamente. B) 
Los residuos principales en Hyal-Ba, los puentes disulfuro se resaltan en rojo, los sitios predichos 
de N-glicosilación (N47, N83, N91, N133, N337 y N381) están en esferas azules (score principal) 
y marrón claro (score bajo) . Los residuos funcionales (E115, D113, Y186, Y233 y W309)  C) El 
potencial electrostático de la superficie molecular de los potenciales negativos y positivos de 
Hyal-Ba estan en rojo y azul, respectivamente. D) Superposición de Alpha C de Hyal-Ba (verde) 






FIGURA 29. Plot de Ramachandran obtenido para el modelo estructural generado para Hyal-Ba. 







6.1. PURIFICACIÓN DE HYAL-Ba DEL VENENO DE  Bothrops atrox   
En relación a la purificación de esta hialuronidasa, uno de los principales 
inconvenientes que se presenta al tratar de aislar y evaluar las características 
bioquímicas y biológicas de esta enzima, es el de emplear una técnica 
cromatográfica idónea ya que, esta proteína tiene una marcada inestabilidad 
frente a las condiciones de temperatura y de pH. Las técnicas de purificación 
más empleadas para los venenos de serpientes son las cromatográfias de 
exclusión molecular, de intercambiador iónico y la cromatografía liquida de alta 
eficacia (HPLC). 
 
En el presente trabajo se aisló una hialuronidasa del veneno de la serpiente B. 
atrox, previamente se trabajó con varios tipos de columnas de purificación como 
la columna de Sephadex G-75 continuado por una columna de DEAE Sephadex 
A-50, también se empleó los dos pasos cromatográficos descritos por Gonzalez 
et al.,  (2013) pero la enzima no llegaba a estar pura, finalmente se optó por una 
nueva metodología que consistia en tres pasos cromatográficos ya antes 
descritos con los cuales se pudo lograr la purificación de la enzima y con un buen 
rendimiento. (Figura 8). La presencia de esta enzima se determinó mediante el 
ensayo turbidimétrico de Di-Ferrante, lográndose 36 veces su purificación, un 30 
% de rendimiento y una recuperación final de proteína activa del 0.86 % (Tabla 
7).  
 
Anteriormente se han reportado purificaciones de varias hialuronidasas a partir 
de venenos de origen animal con variadas metodologías cromatográficas. Así 
podemos mencionar la purificación y caracterización parcial de la hialuronidasa 
de la ponzoña de A. acutus acutus en la que se emplearon tres pasos 
cromatográficos; primero en CM Sephadex C-50 seguido por Sephadex G-75 y 
finalmente en CM Sephadex C-25  (Xu et al., 1982), durante el primer paso se 
utilizo buffer fostato 0.1 M a pH 6 como eluyente, la enzima se recuperó tras 
aplicar NaCl al 0.35 M. Con esta metodología se tuvó una purificación de 45 




purificación de la hialuronidasa del veneno del lagarto H. horridum horridum (Tu 
y Hendon, 1983) donde se utilizaron los mismos 3 pasos cromatográficos 
descritos anteriormente. Así mismo, se han reportado hasta dos enzimas del tipo 
hialuronidasa  de la ponzoña ofidica de A. contortrix contortrix empleándose 
columnas de Sephacryl S-200 HR seguida de CM-Sephadex C-25, en el segundo 
paso se aplicó al intercambiador catiónico NaCl al 0.6 M liberándose recién la 
enzima, se consiguió una purificación de 277 veces con un 16.6 % de 
rendimiento y un 0.1 %  de recuperación de proteica (Kudo y Tu, 2001). En el 
caso de la ponzoña de la cobra africana Naja naja esta fue fraccionada por medio 
de las columnas de Sephadex G-75 y CM Sephadex C-25, descubriendose dos 
isoformas de esta hialuronidasa nombradas NNH1 y NNH2 (Girish, 2004), en el 
primer paso por exclusión molecular se consiguió un 34 % de rendimiento, 
mientras que en el siguiente paso utilizando la columna de intercambiador 
catiónico se consiguió un 5 % de rendimiento. Cabe mencionar en el caso de 
NNH1 se obtuvó una purificación de 33 veces, un 5 % de rendimiento con un 
0.15 % de recuperación de proteina y para la isoforma NNH2 se tuvó una 
purificación de 27 veces con un 0.35 % de rendimiento y un 0.01 % de 
recuperación de proteína. 
 
Li et al., en el 2010 aislaron la hialuronidasa del veneno de Agkistrodon blomhoffii 
ussurensis utilizando tres pasos cromatográficos en columnas de DEAE-
Sephadex A-25, CM- Sephadex C-25 y Sephadex G-75, resultando al final un 
rendimiento de 4.34 %, una purificación de 76.6 veces y una recuperación de 
proteína del 5.66 %.  
 
La comparación de la cantidad de la enzima hialuronidasa presente en los 
venenos animales, indica que es más cuantioso en artrópodos con respecto a 
los reptiles como por ejemplo en el estudio de la hialuronidasa del escorpión 
negro Palammneus gravimanus (Morey et. al., 2006), para su purificación se 
utilizaron las columnas de Sephadex G-75 y DEAE Celulosa lograndose un 39.2 
%  de rendimiento  y una recuperación de proteína del 2.5 %. 
 
En nuestro país, se iniciaron los primeros trabajos sobre hialuronidasa en 1992, 




debido a la marcada inestabilidad que mostraba esta proteína en las columnas 
cromatográficas de Sephadex G-100 y en CM Sephadex C-50 las cuales fueron 
equilibradas con tampón acetato de sodio  0.1 M a pH 5 (Godoy, 1992); en la 
columna de Sephadex G-100 se obtuvo un rendimiento del 45.03 % y una 
purificación de 2.5 veces mientras que en el siguiente paso sobre la columna de 
CM-Sephadex C-50 sus valores bajaron teniéndose un rendimiento de 8.8 % y 
una purificación de 0.95. Se efectuaron cambios en el proceso de purificación de 
la hialuronidasa de L. muta ya que se tomó en cuenta la inestabilidad de la 
enzima mediante esta técnica, de esta manera se ensayó una nueva 
metodología de purificación que consistia en un unico paso cromatográfico 
empleandose la columna de CM Sephadex C-50 equilibrada con tampón citrato 
0.1 M a pH 6.0, eluyéndose la enzima al aplicar 0.2 M de NaCl, con lo que se 
logró un rendimiento de 23.5 % y una purificación de 26.4 veces y una 
recuperación de proteína de 0.89 %, como se observa en este estudio la proteína 
fue más estable (Hurtado, 1997). En el 2006, Lerma  volvió a evaluar otras 
características bioquímicas y biológicas de la hialuronidasa ya encontrada con 
anterioridad en el veneno de L. muta, las cuales se trataron de mejorar y 
optimizar la metodología de purificación, empleando esta vez cromatografías en 
columnas de Sephadex G-100 seguida por CM Sephadex C-50 equilibrada con 
buffer acetato de amonio 0.05 M pH 5.0 y eluyéndose la enzima con una 
gradiente de NaCl de 0 a 0.7 M; en este caso la enzima logró una purificacion de 
51.4 veces con un 38.6 %  de rendimiento y una recuperación proteica de 0.76 
%. 
 
En el 2013, Delgadillo et. al., empleó dos pasos cromatograficos sobre columnas 
de Sephadex G-75 y DEAE Sephadex A-50 para aislar la hialuronidasa de la 
serpiente peruana Bothrops brazili, se determinó mediante esta metodología que 
la hialuronidasa es separada del resto de los componentes enzimáticos del 
veneno en virtud a su masa molecular por medio de la resina de exclusión 
molecular y de su repulsión por el intercambiador aniónico DEAE Sephadex A-
50 lo que permitió recuperarla en el volumen isocrático. Es así que la purificación 
conseguida para este estudio fue de 33 veces con un rendimiento de 54.5 %. 




una mayor concentración de la enzima en el veneno total con respecto a otros 
venenos estudiados.  
 
Por otro lado, la fuerte repulsión que tiene la hialuronidasa de B. brazili al 
intercambiador aniónico DEAE Sephadex A-50 pH 5, indicó que a este pH la 
enzima está cargada positivamente por lo que se justificó su repulsión y además 
se determinó como consecuencia de ello, que se trataría de una proteína básica 
con un punto isoeléctrico (pI) mayor a 5.5, ya que en columnas de CM Sephadex 
que tienen carga negativa, esta proteína es atrapada fuertemente y solo se libera 
usando altas concentraciones de NaCl mayores a 0.6 M tal como lo reportó 
Lerma (2006).  
 
Gonzalez et al., (2013), purificó parcialmente la hialuronidasa de la ponzoña de 
B. atrox a través de dos pasos cromatográficos, empleando como primer paso 
DEAE Sephadex A-50 y Sephadex G-50 obteniéndose púrificaciones y 
rendimientos altos. Al tratar de comparar estos resultados con la presente 
investigación la cual empleó inicialmente los 2 primeros pasos cromatográficos 
se observa una purificación de 36 veces y un rendimiento de 30 % en 
comparación al trabajo de Gonzalez et.al., 2013. Los valores son parecidos, pero 
a nivel de la cantidad de proteína recuperada nuestro estudio obtiene un 2.6% 
de proteína activa con respecto al 0.5% encontrado en el trabajo de Gonzalez, 
también esto se debe a que en nuestro trabajo realizó un tercer paso 
cromatográfico.  La hialuronidasa de B. atrox se trataría como una proteína 
básica con un punto isoeléctrico (pI) mayor a 6, este dato se corroboró mediante 
programas bioinformáticos los cuales dieron un valor de pI de 9.19. 
 
La bibliografía especializada reporta datos del punto isoeléctrico (pI) para las 
hialuronidasas de reptiles asi Agkistrodon acutus con un pI de 10.3, Agkistrodon 
contortrix contortrix con un pI de 9, para las isoformas de Naja Naja se obtuvo 
para la NNH1 un pI de 9.2 y para la NNH2 un valor 9.7 y para el lagarto 
Heloderma horridum horridum un pI de 5.1. Como se observa nuestro valor de 





La Hyal-Ba mostró un 13% de contenido de carbohidratos asociado con un 
mayor porcentaje de hexosas y hexosaminas. Las hialuronidasas de Lachesis 
muta (Hurtado et al.,2007) y Apis mellifera (Gmachl y Kreil, 1993) mostraron 18% 
y 7% de carbohidratos, respectivamente. La N-glicosilación es la modificación 
postraduccional más común encontrada en las hialuronidasas y participa en la 
actividad catalítica (Horta et al., 2014). Nuestros resultados están en relación con 
6 sitios potenciales de glicosilación predichos para Hyal-Ba, que están altamente 
conservados con otras hialuronidasas de serpiente. Entre estos residuos, Asn99 
y Asn350 se conservan con hialuronidasa humana. Curiosamente, Asn350 es un 
sitio invariante de N-glicosilación para hialuronidasas de mamíferos (Chao et al., 
2007). Desafortunadamente, no pudimos obtener resultados significativos 
utilizando PNGasa para estimar el contenido de azúcar. 
 
 
6.2. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA 
El análisis por PAGE-SDS al 12 %, reveló la presencia de una banda principal 
equivalente a 69 kDa (Figura 11) tanto en condiciones reductoras como no 
reductoras, a raíz de ello se probó las actividades amidolítica, proteólitica, 
fosfolipásica y L-aminoácido oxidasa rutinarias en nuestro laboratorio para 
identificar posibles enzimas contaminantes, ninguna actividad fue detectada en 
esos pooles. La banda secundaria de 110 kDa obtenida por Gonzalez et. al. 
(2013) es similar a la registrada por Delgadillo et. al., (2013) para el veneno de 
la serpiente peruana B. brazili pero mucho mayor a la reportada para L. muta en 
cuyo veneno se han encontrado valores diferentes de peso molecular (47.3 y 65 
kDa).  
 
Cevallos et. al., (1992) mostró que las hialuronidasas de los vertebrados por lo 
general son enzimas de peso molecular alto que llegan a ser superiores a los 60 
kDa y que en casos excepcionales poseen más de una forma. Se realizaron 
zimogramas de PAGE-SDS que tenian ácido hialurónico y obtuvieron pesos 
moleculares de 113 y 137 kDa para el veneno de Bothrops asper, 73 y 108 kDa 
para Crotalus basilicus y 115 kDa para Lachesis muta. Para el caso de los 
venenos del  escorpión Heterometrus fulvipes, las serpientes Vipera russelli y 




respectivamente (Ramanaiah et al, 1990; Pukrittayakamee et al., 1988; Xu et al., 
1982). Sin embargo, debemos precisar que los ensayos zimográficos son 
considerados en la actualidad como cualitativos para los procesos de purificación 
y a la vez muy informativos para la actividad enzimática. 
 
Así mismo, para la hialuronidasa de Agkistrodon contortrix contortrix se 
encontraron pesos moleculares de 59 y 61 kDa para sus correspondientes 
isoformas (Kudo y Tu, 2001) mientras en el caso de los elápidos se ha 
encontrado hialuronidasas de 70 y 52 kDa para la cobra Naja naja (Girish, 2004, 
Girish y Kemparaju, 2005a). No obstante en los análisis del peso molecular de 
esta enzima encontrada en la ponzoña de la serpiente peruana  Lachesis muta, 
se obtuvieron para esta misma especie un peso molecular de 47.3 kDa (Hurtado, 
1997) y de 65 kDa (Lerma, 2006) respectivamente; en este caso los autores 
plantearon varias alternativas posibles para explicar este hecho: presencia de 
isoformas, la existencia de más de una subespecie por el grado de polimorfismo 
relacionado a la variabilidad geográfica, proteólisis de la forma original de la 
enzima. Sin embargo, para la serpiente B. atrox es notorio que, siendo una 
proteína de 69 kDa de peso molecular, el peso de la banda secundaria de 110 
kDa reportada en B. brazili coincide con el peso obtenido por Gonzalez para B. 
atrox lo que podría manifestarse como un indicio de homología molecular dentro 
del género Bothrops, pero no hay que olvidar que en ambos casos presentaron 
bandas contaminantes. 
 
Tanto para el caso de B. atrox (Gonzalez et. al., 2013) y B. brazili (Delgadillo et. 
al.,2013), el hecho de que se encontró una banda principal de alto peso 
molecular; lo cual fue evidencia de que la proteína en estudio para el caso de B. 
brazili podría ser monocatenaria y que podria carecer de puentes disulfuros en 
su estructura, a diferencia de este trabajo, el estudio a nivel molecular de la Hyal-
Ba,  si posee puentes disulfuros en su estructura. 
 
Revisando el problema de la inestabilidad, la hialuronidasa del veneno de B. 
atrox mostró al igual que sus similares, poca estabilidad en comparación con 
otras enzimas encontradas en las ponzoñas. Se ha estudiado la inestabilidad de 




muta (Hurtado et. al., 2007) y B. brazili (Delgadillo et. al., 2013). En nuestro caso, 
los ensayos efectuados con la enzima expuesta a temperatura ambiente (20-
22°C), mostró que la enzima es activa durante 48 horas teniendo un 41 % de 
actividad restante en este tiempo, mientras que a las 144 horas la actividad 
enzimática fue nula. Algo semejante ocurre con el veneno crudo quedando 
anulada también a las 144 horas (Figura 10). 
 
Como puede notarse los intentos por mejorar las condiciones apropiadas para la 
purificación y mantener a la enzima activa han permitido lograr mejoras en las 
técnicas de purificación que se han traducido en resultados como los 
presentados en esta investigación, sin embargo, la exploración en este aspecto 
continua en la búsqueda de estabilizadores que permitan conservar la actividad 
enzimática por tiempos prolongados. Aún cuando no está clara la razón de esta 
inestabilidad, un camino podría ser la actividad proteolítica presente en el veneno 
crudo y la tendencia a la denaturación en el medio acuoso que no corresponde 
al fluido tóxico que constituye el veneno.   
 
Por otra parte, para la enzima en estudio se necesitó establecer un tampón y un 
pH óptimo apropiados. Los valores obtenidos de pH óptimo para la hialuronidasa 
presente en las ponzoñas de los reptiles, los cuales se hallan dentro del rango 
de pH entre 5.0 y 6.0, tenemos como ejemplo de pH óptimo de 5.0 encontrado 
en la enzima de los venenos de la serpiente asiática Agkistrodon acutus (Xu et. 
al., 1982), del lagarto Heloderma horridum horridum (Tu y Hendon, 1983) y en la 
serpiente peruana Lachesis muta  (Hurtado et. al., 2007), también se encontró 
con este mismo pH óptimo las 2 isoformas de la ponzoña de la cobra africana N. 
naja (Girish ,2004; Girish y Kemparaju, 2005a), el pH óptimo para la 
hialuronidasa de B.brazili fue de pH 5.5 mientras que con un pH óptimo de 6.0 
tenemos por ejemplo a los venenos estudiados de Agkistrodon contortix contortix 
(Kudo y Tu, 2001) y la serpiente peruana Bothrops atrox (Gonzalez et. al., 2013 
; Delgadillo et. al., 2013), con respecto a nuestro estudio, se trabajó con el 
tampón acetato de amonio 0.1 M midiéndose la actividad con valores de pH entre 
5.0 y 6.5 (Figura 12) sin embargo a los pH alcalinos de 7.0 y 8.0 en tampón Tris-
HCl la actividad se reduce radicalmente, esto último coincide con los trabajos 




alcalino, en los que normalmente son estables generalmente el resto de los 
componentes tóxicos  de la ponzoña. Aunque este valor de pH óptimo de 6.0 es 
muy similar con los hallados para enzimas similares, ya que se encuentra en el 
rango ácido de actividad. 
 
Así mismo, los preincubados que se hicieron con los iones mono y divalentes 
(Na+, K+, Cl- ,Br- , Ca2+ y Mg2+) solo mostraron un incremento de la actividad 
con MgCl2 ,siendo las otras soluciones iónicas poco efectivas al elevar la 
actividad inicial (Tabla 8). En este aspecto Lerma (2006), estableció los 
requerimientos de aniones monovalentes tales como Cl- y  Br-  los cuales eran 
capaces de activar la enzima hialuronidasa de L. muta pero este efecto no lo 
generaban los iones catiónicos como Na+ y  K+. Esta es una gran diferencia con 
otros estudios reportados que sugieren a los cationes monovalentes como 
activadores y señalan la predominancia del catión Na+ en la activación de la 
enzima. Uno de estos estudios es lo reportado para la hialuronidasa de 
Agkistrodon contortrix contortrix (Kudo y Tu, 2001)  hicieron una evaluación sobre 
la acción del NaCl sustentando que para la actividad enzimatica  necesita  estar 
presente el Na+ . 
 
En nuestro caso, nuestros esfuerzos han estado dirigidos no tanto a si los iones 
Na+ y Cl- son los responsables de este requerimiento enzimático,  aunque a 
juzgar por los datos de Lerma (2006) el efecto es atribuido al ion Cl- .El propósito 
de esta prueba no fue verificar el autentico grado de activación o inactivación de 
cada ión sino más bien verificar la influencia de las soluciones iónicas que 
contienen Na+, K+, Cl- ,Br- , Ca2+ y Mg2+ por encima de esta dependencia 
enzimática.  
 
Aún cuando se podría considerar que la presencia de NaCl interfiere o modifica 
el resultado final, nuestro propósito fue distinguir si adicionalmente a ello los 
iones mencionados tienen efecto sobre la actividad enzimática. De acuerdo a los 
resultados de la Tabla 8; solo el ión Mg2+ mostró activación enzimática bajo las 
condiciones experimentales ya mencionadas. Este resultado fue muy similar al 






Una amplia gama de compuestos pertenecientes a varias clases de agentes 
químicos, proteínas, aminoácidos, polisacáridos, glicosaminoglicanos, 
alcaloides, antioxidantes, agentes anti-inflamatorios y compuestos orgánicos 
sintéticos han sido investigados por su potencial para inhibir la actividad de la 
hialuronidasa (Mio et al., 2000 ; Mio y Stern, 2002; Khanum et al., 2005; Salmen 
et al., 2005; Machiah et al., 2006;. Girish y Kemparaju, 2007).  
 
En nuestro caso los ensayos mostrados en la Tabla 9 con agentes químicos que 
modifican la actividad de la Hyal-Ba indican una fuerte acción inhibitoria del 
EDTA, agente quelante que se une a cationes divalentes y relacionados con 
iones metálicos, por lo que se deduce que precisa de otros iones además de los 
aniones mono y divalentes que estarían relacionados con la actividad 
enzimática. Sin embargo, el agente TLCK presentó una acción significativa sobre 
la actividad de la hialuronidasa; ya que este agente es inhibidor irreversible 
específico de la tripsina (Ouyang et al., 1974), ya que ejerce su acción mediante 
la alquilación de los residuos de histidina del sitio activo de algunas proteasas; 
ya que establecen el papel de la serina como residuo que interviene en el 
reconocimiento y/o fijación del sitio de clivaje del sustrato y de la preferencia de 
la enzima hacia los puentes formados por la arginina que aquellos formados por 
lisina y fenilalanina. 
 
Por su parte el agente alquilante iodoacetato empleado en estos ensayos se 
observó un grado de inhibición apreciable del 39 % pero solo a la concentración 
de 12 mM lo cual se debe a que puede estar reaccionando con los grupos 
sulfihidrilos de las cisteínas restantes ya que en nuestro trabajo se encontró 10 
residuos de este aminoácido y se encontrarían presentes en las proteínas de 
andamiaje como la reportada para la hialuronidasa de Echis ocellatus (Harrison 
et al., 2007).  Por otra parte, se emplearon aminoácidos como inhibidores 
selectivos ya que los reportes de la estructura molecular de la hialuronidasa de 
los venenos de serpientes han sido recientemente dilucidados. Un estudio 
realizado por Harrison et al. (2007), basado en secuencias de cDNA de la 
glándula del veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia 




sitos de N-glicosilación conservados, tres de los cuales parecían tener alto 
potencial de glicosilación, esta enzima tiene una alta homología del 95 % con las 
hialuronidasas de los venenos de E. pyramidum leakeyi, B. arietans y C. cerastes 
cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los residuos de la región catalítica 
(Glu135), las regiones posicionales (Asp133, Tyr206, Tyr253 y Trp328) y las 
cisteínas de andamiaje (Cys340, Cys211, Cys227, Cys365, Cys370, Cys376 y 
Cys429). En contraste, la enzima de E. ocellatus mostró solamente un 31 a 40 
% de homología con las hialuronidasas del veneno de la abeja Apis mellifera, la 
avispa Vespula vulgaris, el pez piedra Synanceja horrida y del pez globo 
Tetraodon nigroviridis, en comparación con enzimas de mamíferos mostró una 
alta identidad del 50 % con la hialuronidasa tipo 4 del perro Canis familiaris.  
 
En varias enzimas ofídicas, se ha demostrado la influencia de los L-aminoácidos 
en el incremento o reducción de la actividad específica (Roncalla et. al.,2005; 
Mejia et. al.,2006). Tomándose esto en cuenta se hicieron ensayos con, ácido 
glutámico, glutatión y glicina para observar inhibición selectiva resultando solo 
una inhibición significativa en el caso de la glicina (44 %), mientras que los 
ensayos con glutation y ácido glutámico mostraron una inhibición pobre de la 
actividad de menos del 20%. Todos los agentes usados mostraron diferentes 
grados de inhibición, además es interesante señalar que la inhibición causada 
por glutatión que fue de 19.5 % a una concentración de 3 mM puede ser atribuible 
al aminoácido glicina y no a la cisteína ni al acido glutámico que son los otros 
integrantes del tripéptido. Los resultados obtenidos para la inhibición de la Hyal-
Ba de B. atrox podría ajustarse al modelo molecular de la hialuronidasa 
propuesto por Harrison et. al., (2007) ya que observó inhibición al unirse a los 
residuos de los aminoácidos Tyr, Cys y Asp. 
 
  
6.3. CARACTERIZACIÓN BIOLÓGICA  
Las hialuronidasas clivan al ácido hialurónico del tejido conectivo de la presa o 
la víctima y permiten la difusión de toxinas del veneno, por esta razón, se les 
denomina "factor de difusión". De esta manera, desempeñan un papel esencial 
como mediadores de la toxicidad del veneno, tanto a nivel sistémico como local 




"factor de difusión " porque aumenta la actividad hemorrágica y disminuye el 
edema (Figura 15). Se han encontrado resultados similares con las 
hialuronidasas de Cerastes cerastes (Wahby et al.,2012) y de Crotalus durissus 
terrificus (Bordon et al.,2012) denominadas CcHasell y CdHya1 
respectivamente; Además en el trabajo de Gonzalez (2013) se vió que la 
hialuronidasa de B. atrox aumenta el halo hemolítico del veneno crudo en el 
ensayo de placa de agar-sangre.  
 
Con respecto con los ensayos de toxicidad inoculándo la Hyal-Ba en ratones 
albinos por vía intraperitoneal y observados durante 48 horas no se manifestó 
ninguna alteración ni signo de toxicidad (Figura 13). Demostrándose 
notoriamente que la hialuronidasa no manifiesta toxicidad. Esto también ha sido 
publicado para las hialuronidasas de A. acutus acutus (Xu et al., 1982), A. 
contortrix contortrix (Kudo y Tu, 2001), L. muta (Lerma, 2006) y B. brazili 
(Delgadillo et al.,2013). Teniendo estos resultados podemos confirmar que la 
hialuronidasa no es tóxica en la naturaleza, contrariamente a los principios 
tóxicos de las ponzoñas de serpientes (Girish , 2004).  
 
Por otro lado, al comparar la actividad hemorrágica del veneno de B. atrox 
siguiendo la metodología de Kondo et al., (1960) variado por Isla et al., (2003), 
en cuanto a las áreas hemorrágicas producidas al inocular las muestras antes 
descritas se observan en la Figura 14. Las muestras con veneno crudo 
produjeron 9.7 + 0.5 mm  de diámetro hemorrágico, esto es muy aproximado y 
confirma el valor de DHM encontrado por Segura et. al. (2010), mientras que en 
la muestra de veneno calentado se observó un pequeño halo hemorrágico con 
diámetro de de 3 + 0.3 mm reflejando que esta acción podría deberse que a pesar 
de estar inactivado por calor puede haber función de algunas metaloproteasas 
hemorrágicas remanentes; la muestra con la enzima en estudio no produce 
ningún halo hemorrágico. En cambio, en los casos de adición de la Hyal-Ba sobre 
el veneno total y al veneno calentado, se observó un mayor grado hemorrágico 
con valores de 12 + 0.5 mm y 5 + 0.4 mm de diámetro hemorrágico 
respectivamente, lo que sería atribuible a la acción difusora de las hemorraginas 





Se demostró la reactividad antigénica de la Hyal-Ba del veneno de B. atrox 
empleando la técnica de inmunodifusión, frente al suero antibotrópico polivalente 
se observa una única línea de precipitación (Figura 16). Esta propiedad de la 
enzima también ha sido reportada por ejemplo en la hialuronidasa estudiada de 
B. brazili (Delgadillo et. al, 2013). Esta antigenicidad para la Hyal-Ba puede 
deberse a su peso molecular ( ~ 50 kDa), ya que en este caso incrementa la 
posibilidad de enfrentar a un gran número de determinantes antigénicos frente al 
antiveneno como a su propiedad glicoproteíca.  
 
En los estudios realizados por Gonzalez et al. 2013, se observaron que los 
antivenenos botrópicos y lachésicos neutralizan la acción hialuronidasa del 
veneno total y de la enzima de B. atrox teniéndose en cuenta que los sueros 
antiofídicos son productos biológicos que contienen anticuerpos específicos que 
neutralizan las actividades con mayor toxicidad y con responsabilidad en la 
sintomatología de la mordedura de serpientes. Es de importancia recalcar que la 
neutralización de la actividad hialuronidasa también se da al trabajar con sueros 
aviares obtenidos por la tecnología de las IgY, dato muy fundamental para 
diseñar nuevos sueros antiofídicos y que no han sido investigados antes. La 
entrada de hialuronidasa en el torrente sanguíneo y la degradación del acido 
hialurónico circulante tiene el potencial de causar un colapso sistemático de la 
víctima envenenada. La neutralización efectiva de la actividad hialuronidasa en 
compartimentos de tejido vascular, es una prioridad clínica alta. Sin embargo, los 
antivenenos o sueros antiofídicos generan una baja protección frente a los daños 
locales del tejido en donde ocurrió la mordedura.  
 
Actualmente se realizan neutralizaciones experimentales de la hialuronidasa y 
se ha dado mediante anticuerpos monoclonales y derivados de plantas (Girish 
2004; Girish y Kemparaju, 2005b) los cuales han demostrado ser eficaces en la 
inhibición del daño tisular inducido por el veneno y su letalidad. La inestabilidad 
de las hialuronidasas de los vertebrados por la carencia de detergentes e 
inhibidores de proteasas (Csoka et al., 2001) y la labilidad térmica 
(Pukrittayakamee et al., 1988), pueden resultar en el desarrollo débil o 
insuficiente de anticuerpos específicos sobre la hialuronidasa. Para hacer frente 




específicos sobre la hialuronidasa en camellos para aprovechar la capacidad de 
penetración al tejido de los fragmentos VHH de las IgG de camélidos (Cortez-
Retamozo et al., 2002), para neutralizar el efecto destructivo sobre los tejidos y 
utilizar las IgG para neutralizar cualquier efecto sistémico.   
 
La inestabilidad de esta enzima es una gran preocupación, por lo que se ha 
propuesto clonar y expresar la hialuronidasa del veneno de serpientes como un 
inmunógeno recombinante para producir anticuerpos específicos. Desde el 
punto de vista terapéutico, los estudios han demostrado que un anticuerpo 
producido contra hialuronidasa del veneno de una sola especie de víboras es 
probable que proporcione neutralización poli-específica de la acción de la 
hialuronidasa. 
 
En relación al poder neutralizante de los antisueros botrópicos polivalente y 
lachésico monovalente se pueden extraer algunos aspectos de alto interés. En 
primer lugar, es necesario recordar que ambos sueros fueron producidos por el 
INS-Perú, en el caso del antiveneno botrópico el mismo está preparado para 
neutralizar el veneno de la serpiente Bothrops atrox entre otros venenos del 
género Bothrops, en cambio el suero antilachésico es producido específicamente 
contra la ponzoña de Lachesis muta, sin embargo, la cercanía inter-específica y 
los cuadros clínicos del envenenamiento son similares. 
 
Se ha reportado anteriormente la neutralización por el suero antibotrópico 
polivalente sobre las actividades de otras enzimas de las ponzoñas de serpientes 
del género Bothrops, lo cual se observó en el caso de B. brazili (Delgadillo et. al., 
2013) que a 1/2, 1 y 2 dosis la hialuronidasa fue inhibida completamente 
(Mendoza et. al., 2008), mientras Gonzalez (2013) observó el nivel de 
neutralización de la hialuronidasa de la ponzoña de B. atrox producida por el 
efecto de los sueros antibotrópicos y antilachésicos de procedencia equino y 
aviar, no obstante, esto nos indica que teniendo una baja reactividad cruzada 
estos sueros neutralizan la actividad de esta enzima. Esto comprometería que 
por lo menos para las hialuronidasas de B. atrox y B. brazili es legítimo emplear 





6.4. CARACTERIZACION MOLECULAR. 
 
El ensamblaje de los segmentos obtenidos permitió la identificación de una 
secuencia constituida por 2020 pares de bases (pb) la cual se encuentra 
guardada en la base de datos del GenBak del NCBI teniendo como código de 
acceso: KY499627, el análisis por BLASTn, evidenció una notoria homología con 
otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofídico depositadas 
en la base de datos siendo la más homóloga la hialuronidasa de Protobothrops 
mucrosquamatus (GenBank: XM_015822281) con una identidad del 95 % y una 
longitud de cobertura del 98 %.   
 
El programa Signal P predijo un péptido señal de 20 aminoácidos en la posición 
N-terminal (Figura 21), los 429 aminoácidos restantes conforman a la proteína 
madura que al ser analizadas con el programa BLASTp determinan homología 
con otras hialuronidasas siendo la hialuronidasa de Bothrops moojeni 
(ATU85542) la de mayor identidad (98%) con una longitud de cubierta del 100%. 
La secuencia proteica de Bothrops atrox, producida en el presente estudio, fue 
denominada como Hyal-Ba y también se encuentra guardada en la base de datos 
con su respectivo código de acceso: AUF71538.    
 
El estudio realizado por Harrison et al., basado en secuencias de cDNA de la 
glándula del veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia 
completa de una hialuronidasa de la ponzoña de serpiente. La hialuronidasa de 
esta serpiente posee seis sitos de N-glicosilación conservados, tres de los cuales 
parecen tener alto potencial de glicosilación, esta enzima tiene una alta 
homología del 95 % con las hialuronidasas de los venenos de E. pyramidum 
leakeyi, B. arietans y C. cerastes cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los 
residuos de la región catalítica (Glu135), las regiones posicionales (Asp133, 
Tyr206, Tyr253 y Trp328) y los scaffold de cisteínas (Cys340, Cys211, Cys227, 
Cys365, Cys370, Cys376 y Cys429). En nuestro caso la hialuronidasa de B. atrox 
también tiene como región catalítica (Glu135) y las mismas regiones 






En este trabajo obtuvimos la secuenciación de cDNA y la predicción de la 
secuencia aminoacídica para Hyal-Ba. La alineación de la secuencia de Hyal-Ba 
con otras hialuronidasas mostró una alta homología de su estructura primaria, 
especialmente con BATXHYAL1, la hialuronidasa de B. atrox de Brasil (Acceso: 
JAV01892) y BmooHyal-1 de B. moojeni  (Acceso: ATU85542). Seis residuos 
diferentes están presentes en Hyal-Ba con respecto a BATXHYAL1 en las 
posiciones 150 (K → E), 167 (Q → R), 16λ (F → Y), 1λ2 (H → Q), 200 (P → T) 
y 232 (I → V); sin embargo, cada cambio se mantiene dentro del mismo grupo 
de aminoácidos. Por otro lado, los residuos conservados estaban principalmente 
involucrados en la estructura terciaria de las proteínas. 
 
Las cisteínas y los enlaces disulfuro estaban altamente conservados en el 
esqueleto de la proteína. Según Harrison et al ., los enlaces disulfuro predichos 
son C27-C320, C191-C207, C345-C350, C356-C409. La conservación de las 
cisteínas entre las hialuronidasas de diversos organismos sugiere que tienen 
estructuras terciarias similares (Horta et al., 2014). La hendidura del sitio de 
unión sugiere que los residuos catalíticos (Asp129, Glu131 y Tyr247) se conservan 
con respecto a hHyal-1. Además, Tyr202, que es importante para la interacción 
con el ácido hialurónico y otros sustratos, también se conserva en Hyal-Ba (Chao 
et al.,2007). 
 
Además, el motivo B(X)7B, relacionado con la unión al ácido hialurónico y que se 
informó en la hialuronidasa del pez piedra (Ranganathan et al., 2005), también 
está presente en 4 regiones dentro de la estructura primaria predicha de Hyal-
Ba (R149 a R157, R169 a R177, K356 a K364 y K364 a K372), las dos últimas 
regiones son consecutivas y se conservan en todas las hialuronidasas de 
venenos de serpientes. Este hecho refuerza la afinidad específica de Hyal-Ba 
por el ácido hialurónico. 
 
La comparación de los datos moleculares con respecto a los bioquímicos 
presentados en este estudio, y en los de Gonzáles et al.,(2013), determinan una 
significativa diferencia en el peso molecular, 50 kDa vs 110 kDa vs 69 kDa. La 
diferencia entre los 50 kDa y 69 kDa podría entenderse desde el punto vista de 




oscilan entre el 10 - 30 % y se ha demostrado motivos de N-glicosilación 
presentes en su secuencia proteica, los estudios de deglicosilación nos dará más 
información. Con respecto a la banda de 110 kDa, se puede hipotetizar dos 
razones fundamentales para esta diferencia, la primera es que puede tratarse de 
una isoforma dimérica per se, pero los datos de González et. al.,(2013), indican 
que el 2β mercaptoetanol no tiene efecto significativo sobre la actividad, no 
obstante, estudios con agente reductores más fuertes como el DTT pueden dar 
más luces al respecto. La segunda opción sería una dimerización en solución, a 
un pH ácido los residuos de metionina y cisteína (con radical expuesto) tienden 
a oxidarse y promover la dimerización (Huang et. al.,2013) por lo que análisis de 
espectrometría de masas tipo MALDI-TOF podrían explicar el inusual 
comportamiento. 
 
El análisis filogenético obtenido con secuencias homólogas de Hyal-Ba es similar 
al reportado por Bharathi et al., (2016). En este trabajo, las hialuronidasas de  la 
familia Viperidae consisten en dos grupos principales, el “Grupo I” (Viperinae) y 
el “Grupo II” (Crotalinae) divergentes en  un nodo común que se derivó de los 
taxones del grupo externo (Elapidae). Las hialuronidasas de viperidos se 
conservan mucho más que los de elapidos. Cuatro mutaciones en las posiciones 
103, 365, 407, 436, (Tabla 15) colocan el género Bothrops como un subgrupo 
monofilético dentro de los crotalidos. 
 
De acuerdo con la caracterización bioquímica, la secuencia de aminoácidos 
deducida y el análisis filogenético, Hyal-Ba se considera una enzima glicósido 
hidrolasa (Familia 56 como se describe en la base de datos de enzimas que son 
activadas por carbohidratos en www.cazy.org). Este grupo comprende enzimas 
de veneno y péptidos biológicamente activos que resumen 220 proteínas y sus 
secuencias que muestran un alto grado de similitud con la proteína de esperma 
PH-20 que esta involucrada en la adhesión celular.  
 
Dentro de este grupo, las hialuronidasas pueden considerarse herramientas 
biotecnológicas relevantes con énfasis en el campo médico, ya que algunas de 
ellas se usan ampliamente en cirugía ortopédica, oftalmología, medicina interna, 




sugerido que la aplicación tópica o sistémica de hialuronidasas como adyuvantes 
puede aumentar el índice terapéutico de los fármacos contra el cáncer (Menzel 
et al.,1998).  
 
Las expectativas que han abierto los estudios moleculares son muchas, 
especialmente en el entendimiento de la estructura y la acción funcional de la 
enzima hialuronidasa de Bothrops atrox en el proceso de envenenamiento y 
proponer que esta enzima sea una herramienta biotecnológica potencial, para 
de esta forma, poder diseñar una mejor estrategia de neutralización de los 











- Los resultados del presente estudio confirman la existencia de una enzima 
del tipo hialuronidasa de la serpiente peruana Bothrops atrox y su rol 
difusor de los componentes tóxicos del veneno. 
- La Hyal-Ba es una glicoproteína de naturaleza básica que tiene una masa 
molecular de 69 kDa con un 13% de carbohidratos asociados y un pH 
óptimo de 6.0. 
- La enzima carece de actividad tóxica, pero incrementa la acción 
hemorrágica del veneno total sobre la piel de los ratones albinos. 
- Disminuye la actividad edemática cuando fue agregada a la enzima LAAO 
y posee una fuerte reactividad antigénica frente al suero antibotrópico 
polivalente (INS-Perú). 
- Los análisis moleculares in silico permitieron identificar una secuencia de 
2020 pb que codifica una proteína madura de 429 aminoácidos.  
- Adicionalmente el análisis de su estructura primaria indicó un peso 
molecular de 50 kDa y un punto isoeléctrico de 9.19, que nos señalaría la 
presencia de modificaciones postraduccionales como la glicosilación de 
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